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1 Einleitung 
 
 
1.1 Zytokine 
Zytokine sind Gewebshormone mit vielfältigen Einflüssen auf verschiedene Zielzellen. Sie 
steuern die Stärke und Dauer von Immun- und Entzündungsreaktionen, beeinflussen 
Hämatopoese und Lymphopoese, können aber auch Wirkungen auf das Nervensystem und die 
Embryogenese ausüben. Bei den Zytokinen handelt es sich um 15 – 25 kDa große 
Polypeptide, die ihre Wirkung über spezifische Zelloberflächen-Rezeptoren entfalten. Sie 
werden nach Stimulation, z.B. bei Verletzung oder Stress, schnell synthetisiert sowie 
sezerniert und sind im piko- bis nanomolaren Bereich wirksam [1]. Sie wirken endo-, para- 
oder autokrin und führen zu einer veränderten Genexpression, Proliferation, Differenzierung, 
Apoptose oder Stoffwechselaktivität. Ein Zytokin kann auf unterschiedliche Zelltypen 
verschiedene Antworten hervorrufen (Pleiotropie). Außerdem können unterschiedliche 
Zytokine die gleichen Signalwege aktivieren (Redundanz). Zytokine lassen sich auf Grund 
ihrer Struktur, ihrer biologischen Funktion oder an Hand ihrer gemeinsam genutzten 
Rezeptorspezies klassifizieren. Unterteilt man Zytokine in Bezug auf ihre Funktion, ergeben 
sich vier Klassen: Wachstumsfaktoren, Interleukine (IL), Interferone (IFN) und Chemokine.    
 
 
1.2 IL-6-Typ  Zytokine  
Zu der Gruppe der IL-6-Typ Zytokine werden zurzeit neun Zytokine gezählt. Das 
namensgebende Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 11 (IL-11), leukemia inhibitory factor (LIF), 
Oncostatin M (OSM), ciliary neurotrophic factor (CNTF), Cardiotrophin-1 (CT-1), 
Neuropoetin (NP), cardiotrophin-like cytokine/ novel neurotrophin-1/ B-cell stimulatory 
factor-3 (CLC/ NNT-1/ BSF-3) [1-3] und Interleukin 27 (IL-27) [4]. 
Strukturell werden die IL-6-Typ Zytokine der Gruppe der 4 α-helix bundle-Zytokine 
zugeordnet [3], in welcher sie (mit etwa 25 Aminosäuren in den α-Helices) zur Untergruppe 
der long chain Zytokine gehören. Eine Ausnahme bildet IL-27, welches ein Dimer aus EBI-3 
(Epstein-barr virus induced gene-3) und p28 ist [4]. 
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Die von den IL-6-Typ Zytokinen genutzten Rezeptorketten sind Typ-I Membranproteine mit 
einer Transmembrandomäne [3]. Sie gehören außerdem zur Klasse I-Familie von 
Zytokinrezeptoren und sind durch das Vorhandensein eines cytokine binding module (CBM) 
gekennzeichnet. Dieses besteht aus zwei Fibronektin-Typ III ähnlichen Domänen, wovon die 
N-terminale vier konservierte Cysteine und die C-terminale ein WSXWS-Motiv enthält [3]. 
IL-6-Typ Zytokine nutzen zur Signalübertragung Homodimere von gp130 (IL-6, IL-11) oder 
Heterodimere, bestehend aus gp130 und LIFR (LIF, CT-1, CNTF, CLC), gp130 und OSMR 
(OSM) bzw. gp130 und WSX-1 (WSXWS-1 type-I cytokine receptor) (IL-27) [4]  
(Abbildung 1.1). Im Gegensatz zum murinen OSM signalisiert das humane OSM nicht nur 
über den OSMR/gp130-Komplex, sondern auch über einen LIFR/gp130-Komplex [5-7]. IL-6 
und IL-11 binden an die spezifischen α-Rezeptoren IL-6R (gp80) und IL-11Rα und führen 
zur Homodimerisierung von gp130. CNTF assoziiert mit dem CNTFRα, der als einziger 
Rezeptor der IL-6-Typ Zytokinrezeptoren keine Transmembrandomäne und keinen 
zytoplasmatischen Bereich, sondern einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker besitzt. CLC 
bildet zusammen mit CLF (cytokine-like factor) einen Komplex, der den CNTFR, LIFR und 
gp130 für die Signalübertragung benötigt [8]. 
 
 
 
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Rezeptorkomplexe der IL-6-Zytokine 
Alle IL-6-Zytokine rekrutieren die Rezeptoruntereinheit gp130, wobei entweder eine Homodimerisierung zweier 
gp130-Moleküle oder eine Heterodimerisierung von gp130 mit dem LIFR oder OSMR induziert wird. IL-6, IL-
11, CNTF und CLC binden außerdem an α-Rezeptoren, den IL-6Rα, IL-11Rα bzw. CNTFR. 
 
 
 
 
IL-6-Typ Zytokine werden von unterschiedlichen Zelltypen sezerniert (Abbildung 1.2) und 
haben pleiotrope Wirkungsspektren (Tabelle 1.1) [9-12].  
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Abbildung 1.2: IL-6 produzierende Zellen und die biologische Wirkung von IL-6 
IL-6 wird von vielen Zellen produziert (oberer Teil), und hat eine breite biologische Wirkung auf verschiedene 
Zielzellen (unterer Teil) [13]. 
 
 
1.3 Interleukin 6 
Interleukin 6 (IL-6) ist ein pleiotropes Zytokin und wurde ursprünglich als B-cell 
differentiation factor (BSF-2) [14], Interferon β2 (IFN-β2) [15], hepatocyte-stimulating factor 
(HSF) [16], T cell-replacing factor (TRF) [17], B cell-differentiation factor (BCDF) [18], 
hybridoma/plasmacytoma growth factor (HPGF) [19], monocyte/granulocyte inducer type-2 
(MGI-2) [20], interleukin hybridoma plasmacytoma 1 (IL-HP1) [21] identifiziert.  
IL-6 ist ein Protein mit einem Molekulargewicht von 26 kDa, besteht aus 184 Aminosäuren 
[14] und wird von sehr vielen Zellen gebildet (Abbildung 1.2). IL-6 spielt als Induktor der 
Akutphase-Proteine (APP), wie z.B. α2-Makroglobulin, α1-saures Glykoprotein, 
Serumamyloid A und das C-reaktive Protein (CRP), die bei Entzündungen in der Leber 
produziert werden, eine große Rolle [11, 22].  
Zusätzlich zur Stimulation der Akutphase-Antwort induziert IL-6 die Immunglobulinsynthese 
in aktivierten B-Lymphozyten, vermittelt die Differenzierung von hämatopoetischen 
Vorläuferzellen sowie von T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen. IL-6-induziert weiterhin 
neuronale Differenzierungsprozesse und stimuliert das Wachstum von Keratinozyten und 
anderen Zellen [1, 2].  
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Wie wir schon selbst zeigen konnten, scheint IL-6 auch eine wichtige Rolle bei der 
Zellwanderung für Zellen des Immunsystems (z.B. T-Zellen) zu spielen [23].  
Da IL-6 an einem breiten Spektrum von biologischen Prozessen beteiligt ist, wird IL-6 immer 
interessanter als therapeutisches Ziel verschiedener entzündlicher Krankheiten [24, 25]. So 
wurden erhöhte IL-6 Konzentrationen in rheumatoider Arthritis, systemische juvenile 
rheumatoide Arthritis und Crohn disease gefunden [26, 27]. Des Weiteren spielt IL-6  bei der 
Entstehung verschiedener Krebsarten, wie z.B. dem multiplen Myelom [28, 29], beim 
Nierenkrebs [30] und beim Castleman's disease [31], eine Rolle.  
 
Tabelle 1.1: Wirkung von IL-6-Typ Zytokinen [1, 9, 10, 12] 
Zytokin Wirkung 
IL-6 - Hämatopoese 
- Migration von Zellen des Immunsystems und Tumorzellen 
- Differenzierung und Proliferation von B- und T-Zellen  
- Antikörperproduktion 
- Regulation der Expression der APP vom Typ II zusammen mit IL-1 vom Typ I 
- Hemmung der Proliferation von myeloiden Leukämiezellen und Karzinomzelllinien 
- Proliferation von Mesangialzellen, Myelomazellen und Plasmazytomzellen 
- Proliferation und verbesserte Wundheilung von Keratinozyten 
- Hochregulation von TIMP-I 
- Expression von ACTH 
- Entwicklung von Osteoklasten 
- Fieber 
- Proliferation vaskulärer glatter Muskelzellen 
- Neuronale Differenzierung 
  
 
1.4 IL-6 Signaltransduktion 
IL-6 bindet zuerst an den IL-6Rα, der sowohl in löslicher als auch membrangebundener Form 
vorkommt. Im Folgenden bindet dieser schwach-affine Komplex an die signalvermittelnde 
gp130 Untereinheit und bildet einen hoch-affinen Komplex. Zwei dieser IL-6-IL6Rα-gp130 
Komplexe dimerisieren [32]. 
 
1.4.1 Jak/STAT-Signalweg 
Anders als Rezeptortyrosinkinasen besitzen die zytoplasmatischen Bereiche der 
Zytokinrezeptoren keine Kinase-Domäne oder andere Sequenzen mit offensichtlich 
katalytischer Funktion [3]. Interleukinrezeptoren assoziieren mit Tyrosinkinasen der Janus-
Kinase (Jak)-Familie.  
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Die Familie der Janus Kinasen umfasst vier Mitglieder: Jak1, Jak2, Jak3 und Tyk2 [33, 34] 
(Abbildung 1.3).  
 
Abbildung 1.3: Struktur der Janus-Kinasen  
Basierend auf Sequenzhomologien werden die Janus-Kinasen in sieben Jak- Homologiebereiche unterteilt (JH1 
– 7). Die JH1-Domäne am C-Terminus ist die Kinase-Domäne. N-terminal zur Kinase-Domäne liegt die JH2-
Domäne (Pseudokinase-Domäne), die keine katalytische Aktivität besitzt. Die N-terminale Hälfte, die fünf 
weitere konservierte Bereich (JH3 – JH7) aufweist, besitzt eine putative FERM-Domäne (Four-point-one, Ezrin, 
Radixin, Moesin) [35]. 
 
 
 
Für die IL-6 Signaltransduktion sind in erster Linie Jak1, aber auch Jak2 und Tyk2 von 
Bedeutung [36-38]. Die Aktivierung der Jaks geschieht durch eine Auto-/ 
Transphosphorylierung. Die aktivierten Jaks phosphorylieren Tyrosinreste im 
zytoplasmatischen Teil vom gp130. Dieser Teil enthält insgesamt 6 Tyrosinreste (Y683, 
Y759, Y767, Y814, Y905, Y915). An das Tyrosin 759 (Y759) binden die Tyrosinphosphatase 
SHP2 [39] und der feedback-Inhibitor SOCS3 [40]. Die vier membrandistalen Tyrosinreste 
sind Bindungsstellen für STAT3, während STAT1 nur an die phosphorylierten Tyrosinreste 
Y905 und Y915 vom gp130 bindet [39, 41, 42]. Phosphorylierte STAT-Proteine Homo- oder 
Heterodimerisieren, translozieren in den Zellkern und binden dort an spezifische Enhancer-
Elemente wo sie vor allem die Expression von Akutphase-Proteine (APP), aber auch von 
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. JunB und c-Fos [1] induzieren.  
Die Familie der STAT-Faktoren (signal transducer and activator of transcription) umfasst 
sieben Mitglieder: STAT1, 2, 3, 4, 5a, 5b und 6. Sie bestehen aus 750 – 850 Aminosäuren mit 
verschiedenen Domänen (Abbildung 1.4).  
 
Abbildung 1.4 :Domänenstruktur der STAT-Faktoren  
STAT-Faktoren besitzen eine Tetramerisierungsdomäne und eine Leuzin-Zipper ähnliche Domäne am N-
Terminus, eine DNA-bindende Sequenz in der Mitte, eine Linker-Domäne (Src Homologe 3 (SH3)-ähnliche 
Domäne), eine SH2-Domäne und eine Transaktivierungsdomäne am C-terminalen Ende [1, 2]. 
 
 
 
SH2 
Transaktivierungs- 
domäne Linker 
DNA  
Bindungsdomäne 
Leucinzipper 
ähnliche Domäne 
Tetramerisierungs- 
domäne 
Y S 
Pseudokinase-Domäne Kinase-DomäneFERM
YYJH7 JH6 JH5 JH4 JH3 JH2 JH1
β-grasp
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1.4.2 Ras/Raf/MAPK-Kaskade  
Nach Stimulation mit IL-6-Typ Zytokinen sind für die Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-
Kaskade je nach Zytokin die Proteintyrosinphosphatase SHP2 (SH2-domain-containing 
phosphatase) oder das Adapterprotein Shc verantwortlich. Nach IL-6 Stimulation wird SHP2 
an das phosphorylierte Tyrosin 759 (Y(p)759) im gp130 gebunden und wird selber Jak1-
abhängig phosphoryliert [38].  SHP2 fungiert als Adapterprotein und assoziiert mit Grb2 
(growth factor receptor bound protein), welches über seine SH3-Domäne mit dem 
Guaninnukleotid-Austausch-Faktor SOS (son of sevenless) interagiert [43] (Abbildung 1.5). 
Der jetzt an die Plasmamembran rekrutierte Grb2/SOS-Komplex überführt das 
membrangebundene GDP-Ras in seine aktive Form, GTP-Ras. GTP-Ras induziert die 
Phosphorylierung und Aktivierung der Serin/Threoninkinase Raf-1. Über eine Kaskade von 
Serin/Threonin/Tyrosinkinasen (MAPKK=mitogen activated protein kinase kinase) und 
Serin/Threoninkinase (MAPK=mitogen activated protein kinase) kommt es zur 
Phosphorylierung einer Reihe von Transkriptionsfaktoren (c-Jun, c-Myc, c-Fos, NF-IL-6), 
welche die Expression von Ras-induzierbaren Genen vermitteln [1]. 
Weitere Moleküle, die die Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade vermitteln können, sind 
die zur Familie der Gab/DOS-Adapter gehörenden Proteine Gab1 und Gab2 (Grb2 associated 
binder) [44-47]. Gab1 und Gab2 besitzen N-terminal eine PH-Domäne (pleckstrin homology), 
über die sie mit Phospholipiden (PIP3) der Zellmembran interagieren können. Darüber hinaus 
sind Prolin-reiche Sequenzen und verschiedene Tyrosinmotive vorhanden, die die Interaktion 
mit SH3-Domänen (Grb2) bzw. SH2-Domänen (SHP2, Grb2, PI3-Kinase) verschiedener 
Schlüsselproteine ermöglichen, über die wiederum Ras aktiviert werden kann [48-50].  
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Abbildung 1.5: IL-6-induzierte Signaltransduktion  
Nach ligandeninduzierter Bildung eines aktivierten Rezeptorkomplexes aus zwei IL-6R-Ketten und einem 
gp130-Homodimer kann auf zwei Wegen eine Signaltransduktion erfolgen. Zum einen werden über die Janus-
Kinasen STAT-Transkriptionsfaktoren aktiviert, die in den Zellkern wandern und dort die Expression IL-6 
responsiver Gene regulieren. Zum anderen wird die Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade von SHP2, die an 
das phosphorylierte Y759-Motiv bindet, vermittelt, was ebenfalls zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren 
führt. [2] Das Adapterprotein Gab1 ist in der Lage, direkt mit dem Grb2/SOS-Komplex zu interagieren und so 
die Ras/Raf/MAPK-Kaskade zu aktivieren. Des Weiteren rekrutiert Gab1 aber auch SHP2, bzw. PI3-Kinase.  
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1.5 Regulatorische Proteine in der IL-6 Signaltransduktion 
Die Signaltransduktion von IL-6-Typ Zytokinen wird durch unterschiedliche Mechanismen 
reguliert (Abbildung 1.6). Die konstitutiv exprimierte Tyrosinphosphatase SHP2 kann über 
ihre Phosphataseaktivität die Signaltransduktion negativ beeinflussen. SOCS (suppressor of 
cytokine signaling)-Proteine wirken als typische feedback-Inhibitoren. 
 
 
 
Abbildung 1.6: Regulation des IL-6 Signalweges 
Der IL-6-Signalweg wird durch verschiedene Mechanismen negativ reguliert. Dazu gehören die SHP2 
Phosphatase, die SOCS- und die PIAS-Proteine. Die Endozytose läuft konstitutiv ab (aus [51]).     
 
 
1.5.1 SHP2 
SHP2 ist ein ubiquitär exprimiertes Protein [52], besteht aus 593 Aminosäuren und besitzt 
eine molekulare Masse von 65 kDa. Sie besitzt N-terminal zwei SH2-Domänen und C-
terminal eine Phosphatasedomäne (Abbildung 1.7) [53]. Die SH2-Domänen sind für die 
Bindung an Phosphotyrosin-Module aktivierter Rezeptoren erforderlich.  
Für viele Zytokine und Wachstumsfaktoren ist beschrieben, dass SHP2 über seine SH2- 
Domäne an diese Rezeptoren bindet, anschließend phosphoryliert und aktiviert wird. SHP2 
dient dabei zum einen als Adaptermolekül für Grb2, Gab1 und Gab2 und aktiviert durch 
Rekrutierung des Grb2/SOS-Komplexes die Ras/Raf/MAPK-Kaskade [54], zum anderen 
wirkt es, aufgrund seiner Phosphataseaktivität, als Inhibitor auf Signalwege [55].   
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Abbildung 1.7: Aufbau von SHP2 
Die Tyrosinphosphatase SHP2 besitzt N-terminal zwei SH2-Domänen und C-terminal eine Phosphatasedomäne. 
 
 
1.5.2 SOCS-Proteine  
Eine andere Familie von Inhibitoren der Signaltransduktion sind die suppressor of cytokine 
signaling (SOCS) oder cytokine inducible SH2 containing proteins (CIS). Die SOCS-Proteine 
wirken als typische feedback-Inhibitoren. Bisher sind acht Mitglieder der SOCS-Familie 
(SOCS1-SOCS7 und CIS), die alle eine zentrale SH2-Domäne und eine C-terminale SOCS-
Box enthalten, bekannt (Abbildung 1.8) [56].  
 
Abb. 1.8: Mitglieder der SOCS-Familie 
Alle Mitglieder der SOCS-Familie enthalten eine zentrale SH2-Domäne  und C-terminal eine SOCS-Box. 
Darüber hinaus besitzen SOCS1 und SOCS3 noch N-terminal von der SH2-Domäne eine ESS- (extended SH2 
subdomain) und eine KIR- (kinase inhibitory region) Domäne.  
 
 
 
Die Expression von SOCS-Proteinen wird nach Stimulation mit IL-6, LIF (SOCS1, SOCS2, 
SOCS3, CIS) und OSM (SOCS1, SOCS3, CIS) sehr schnell gesteuert. Die Mitglieder der 
SOCS-Familie inhibieren die Zytokin-vermittelte Signaltransduktion durch unterschiedliche 
Mechanismen.  
 
   
1.5.3 PIAS-Proteine  
Eine andere Gruppe von Proteinen, die negativ auf den Jak/STAT-Signalweg einwirken 
können, sind die protein inhibitors of activated STAT (PIAS), welche im Gegensatz zu den 
SOCS-Proteinen konstitutiv in der Zelle vorhanden sind. Zurzeit kennt man fünf PIAS-
Proteine: PIAS1, PIAS3, PIASγ, PIASxα, PIASxβ [57]. Der N-terminale Bereich der PIAS-
Proteine enthält eine NR (nuclear receptor)-BOX, in der Mitte befindet sich eine Zink-
 
Tyrosine Phosphatase C-SH2 N-SH2 
Y Y 
KIR ESS SH2 SOCS BOX
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Bindungsdomäne und der C-terminale Bereich beinhaltet eine sehr saure Region. Zusätzlich 
besitzen die Mitglieder der PIAS-Familie E3 SUMO Ligase-Aktivität (SUMO=small 
ubiquitin-related modifier) [58, 59], was zum Abbau ihrer Bindungspartner und Inhibition der 
Signalweiterleitung führt. 
 
 
1.6 Die Rolle von IL-6 in der Zellwanderung 
 
Zytokine regulieren die Aktivierung und Differenzierung von Immunzellen und koordinieren 
Entzündungsreaktionen, wie die Induktion von Akutphase-Proteinen, Fieber und Schmerz. 
IL-1 und TNF-α sind die bedeutendsten entzündungsfördernden Zytokine, wohingegen IL-10, 
TGFβ und IL-17 sich durch ihre entzündungshemmende Wirkung auszeichnen. IL-6-Typ 
Zytokine haben sowohl entzündungsfördernde als auch entzündungshemmende Aktivität [60].  
Bei einer Eindämmung und Bekämpfung einer Entzündungsreaktion spielt die Rekrutierung 
von Leukozyten zum Ort der Entzündung eine zentrale Rolle. Vermittelt wird die 
Einwanderung von Leukozyten in das entzündliche Gewebe durch chemotaktische Zytokine, 
die so genannten Chemokine [61]. Typische Vertreter dieser Familie sind MCP-1 und IL-8. 
Ihre Expression und Sekretion wird ebenso durch IL-6 gesteuert, wie die verstärkte 
Expression von Adhäsionsmolekülen am Ort der Entzündung. Des Weiteren konnte gezeigt 
werden, dass nach Induktion einer akuten oder chronischen Entzündung in IL-6 defizienten 
Mäusen die Entzündungsreaktion und insbesondere die Zellwanderung von inflammatorisch 
aktiven Zellen ins Gewebe verändert wird. Zum Beispiel kommt es in IL-6-defizienten 
Mäusen bei EAE (experimental autoimmune encephalomylitis), ein Modell für Multiple 
Sklerose, zu einer stark verringerten Einwanderung von CD4+ T-Zellen und anderen Zellen 
des Immunsystems ins zentrale Nervensystem [62-66]. Darüber hinaus konnte jedoch in IL-6 
defizienten Mäusen gezeigt werden, dass auch IL-6 Leukozyten zu rekrutieren vermag. [67]. 
Zusammen mit EGF-R ist IL-6 zudem in der Lage durch einen autokrinen Mechanismus die 
Zellwanderung von Brustkrebszellen zu  induzieren [68].  
Kürzlich konnten wir zeigen, das auch IL-6, welches kein klassisches Chemokine ist, die 
Zellwanderung von T-Zellen direkt auslöst [23]. 
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1.7 Leukozytenrekrutierung 
Die Rekrutierung von Leukozyten aus der Blutbahn zum entzündeten Gewebe ist ein Prozess 
an dem mehrere Schritte beteiligt sind. Der erste Schritt ist die zufällige Interaktion von 
Leukozyten mit Endothelzellen, wobei ein Rollen der Leukozyten, mittels des Blutstroms, 
entlang der Endothelzellen stattfindet. Dabei binden Selektine der Endothelzellen an 
Glykoproteinliganden auf den Leukozyten. Da es sich hierbei um eine schwache Bindung 
handelt, kann sich die Selektin/Glykoprotein-Bindung wieder lösen und die Leukozyten mit 
dem Blutstrom davon schwimmen.    
Der zweite Schritt in der Leukozytenrekrutierung ist die Aktivierung der Integrinrezeptoren 
auf den Leukozyten durch Chemokine, die lokal auf der Oberfläche der Endothelzellen an 
Proteine der extrazellulären Matrix oder an Heparan-Sulfat-Proteoglykanen gebunden sind. 
Die aktivierten Integrin-Rezeptoren vermitteln nun die Adhäsion von Neutrophile durch 
Affinitätssteigerung der Interaktion der Integrine an ICAM (intercellular adhesion molecule) 
und im weiteren Verlauf die Adhäsion von Monozyten durch die Bindung der Integrine an 
VCAM (vascular cell adhesion molecule). Die adhärierten Leukozyten wandern nun in 
Richtung der höheren Chemokine-Konzentration, um schließlich durch die Schicht von 
Endothelzellen in das Gewebe einzuwandern [69] (Abbildung 1.9). 
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Abbildung 1.9: Leukozytenrekrutierung [70] 
 
 
 
1.8 Integrine 
 
Integrine gehören zu einer großen Familie von Rezeptorproteinen, die vor allem an der 
Interaktion von Zellen mit der extrazellulären Matrix beteiligt sind. Bis heute sind bei 
Säugetieren 18 α- und 8 β-Integrin Untereinheiten bekannt, die sich zu 24 Integrine 
zusammensetzen [71, 72]. Bei einigen Untereinheiten treten zusätzliche Isoformen auf, die 
durch alternatives Spleißen der zytoplasmatischen oder der extrazellulären Domänen 
entstehen [73]. 
Die Untereinheiten der Integrine bestehen aus einer großen extrazellulären, einer 
transmembranen und einer kurzen zytoplasmatischen Domäne. Einzige Ausnahme dabei 
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bildet die große intrazelluläre Domäne der β4-Untereinheit, die Fibronektin Typ III Domänen 
enthält [74]. 
Für die Ligandenbindung der Integrine ist das globuläre Kopfstück verantwortlich, das durch 
zwei lange Stelzen-Regionen mit den transmembranären Domänen verbunden ist (Abbildung 
1.10). 
 
Integrine sind vielfältig beteiligt an Zellwanderung, Zellwachstum, Zelldifferenzierung, aber 
auch an verschiedenen biologischen Prozessen wie z.B. der Wundheilung, Blutgerinnung 
sowie der Immunantwort.  
 
1.8.1 Integrine und ihre Liganden 
Integrine zeigen in ihrer Ligandenbindung starke Unterschiede. Während einige Integrine nur 
einen oder wenige Liganden binden, weisen andere ein großes Spektrum an Liganden auf 
(Abbildung 1.10) [75]. Darüber hinaus tritt eine große Variationsbreite an 
Erkennungsstrukturen und –sequenzen in den Liganden auf, sodass eine Klassifizierung der 
Integrine schwierig ist. 
 
Eine Möglichkeit der Klassifizierung bietet die Einteilung in 8 Unterfamilien entsprechend 
der im Integrinrezeptor enthaltenen β-Untereinheiten und die Subklassifizierung anhand der 
extrazelluläre Matrix (ECM)-Liganden. Die ECM-Liganden lassen sich in solche gruppieren, 
die ein Arg-Gly-Asp Motiv enthalten (z.B. Fibronektin), bzw. Laminin, Kollagen oder CAM 
(cell adhesion molecule) (z.B. ICAM-1 oder VCAM-1) [76] (Tabelle 1.2). 
 
 
Tabelle 1.2: Die Integrin Rezeptorfamilie [76]  
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Die am besten untersuchten Unterfamilien sind die β1-, β2-, β3- und β7-Integrine. Mitglieder 
der β1-Unterfamilie werden auch als VLA (very late antigens) bezeichnet.  
Während die β1- und β3-Integrine auf den meisten Zelltypen exprimiert werden und 
vornehmlich Zell-Matrix Adhäsion vermitteln, sind die β2-Integrine nur auf Leukozyten 
exprimiert und in der Zell-Zell Interaktion involviert. β7-Integrine vermitteln ebenfalls 
Wechselwirkungen zwischen Zellen (Abbildung 1.10).  
Die meisten Integrine erkennen mehrere extrazelluläre Matrix (ECM)-Proteine. Auf der 
anderen Seite binden einzelne ECM-Proteine, wie z.B. Fibronektin, Laminine, Kollagene und 
Vitronektin an verschiedene Integrine [77, 78].    
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Abbildung 1.10: Integrine auf der Zelloberfläche und ihre Liganden [79] 
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1.8.2 Signalübertragung durch Integrine 
Die Kommunikation zwischen Zellen und ihrer Umgebung ist für mehrzellige Organismen 
von größter Bedeutung. Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen sind nicht nur wichtig für 
die Stabilisierung der Zellformation, sondern sie haben auch gleichzeitig regulatorischen 
Einfluss.  
Beim Vereinigen von intrazellulären und extrazellulären Prozessen spielen Integrine aufgrund 
ihrer Fähigkeit zur bidirektionalen Signalübertragung (outside-in und inside-out signalling) 
eine wichtige Rolle.  
 
1.8.2.1 Inside-out Signaltransduktion  
Von inside-out Signaltransduktion spricht man, wenn die Aktivierung der Integrine durch 
zytoplasmatische Signalkaskaden, die durch andere aktivierte Rezeptoren initiiert werden, 
hervorgerufen werden [71]. Diese transient Aktivierung erleichtert die Bindung der Integrine 
an ECM-Proteine. 
Die genauen Mechanismen, die für die inside-out Signaltransduktion verantwortlich sind, sind 
jedoch noch nicht bekannt. Zurzeit gibt es wenige Informationen darüber wie Signale aus dem 
Inneren der Zelle die Ligandenbindungsstelle der Integrine zu beeinflussen vermögen, da die 
Bindungsstelle am Ende der flexiblen extrazellulären Domäne liegt.  
Allerdings fanden Tadokoro et al. heraus, dass das Protein Talin eine wichtige Komponente 
im inside-out Aktivierungsprozess darstellt [80]. Des Weiteren scheinen noch die Protein- 
Kinase C und die Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) beteiligt zu sein [81]. 
1.8.2.2 Outside-in Signaltransduktion 
Bei der outside-in Signaltransduktion induziert die Bindung der Integrine an die extrazelluläre 
Matrix (ECM) ein Rezeptorclustering auf der Zelloberfläche und eine Neuordnung des 
Zytoskeletts (Abbildung 1.11). Durch die Bindung der aktivierten Integrine an die ECM 
werden die Integrine voll aktiviert, stabilisiert und die Signaltransduktion ist länger anhaltend. 
Signalvermittelnde Proteine werden in die Fokalkontakte rekrutiert, die dann einen speziellen 
Proteinkomplex an den Zell-ECM Kontaktstellen bilden. Die spezifischen Kontakte zwischen 
den Integrin-Rezeptoren, Proteinen der intrazellulären Matrix und den Aktin-Zytoskelett 
werden dabei als so genannte Fokalkontakt-Punkte [82] bezeichnet. 
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Abbildung 1.11: Die Bindung an die extrazelluläre Matrix fördert das Clustering der Integrin 
Rezeptoren und Verbindung mit dem Zytoskelett [83] 
 
 
Da die Integrine eine sehr kurze intrazelluläre Domäne besitzen, benötigen die 
Integrinrezeptoren für die Signaltransduktion die Hilfe von Adapterproteinen und 
Signalproteinen.  
Integrine aktivieren nach Bindung an die extrazelluläre Matrix verschiedene Protein-
Tyrosinkinasen, wie die fokal adhesion kinase (FAK), die Src-Kinasen und Abl [84-87]. Des 
Weiteren wird noch die Serin-Threonin Kinase integrin-linked kinase (ILK) aktiviert [88]. 
Wichtige Adapterproteine, die an die intrazelluläre Domäne der Integrine binden und die 
Verbindung mit dem Zytoskelett herstellen, sind Paxillin, Talin und Vinculin (Abbildung 
1.11). 
 
 
1.9 Focal Adhesion Kinase  
 
Die focal adhesion kinase (FAK) wurde 1991 erstmals von Guan et al. mit der Bezeichnung 
pp120 beschrieben. Dieses 120 kDa Protein wird nach Adhäsion von NIH-3T3 Fibroblasten 
auf Fibronektin phosphoryliert und lokalisiert in Fokalkontakten zusammen mit der β1-
Integrin Rezeptoruntereinheit [89]. FAK homologe Proteine wurden im Menschen [90], in der 
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Maus [91], im Huhn [85] und im Frosch [92] gefunden. Im Jahre 1995 wurde zeitgleich durch 
drei verschiedene Gruppen ein zu FAK hoch homologes 112 kDa-Protein entdeckt, dass als 
proline-rich tyrosine kinase 2 (Pyk2) [93], cell adhesion kinase β (CAKβ) [94] bzw. related 
adhesion fokal tyrosine kinase (RAFTK) [95] beschrieben wurde.  
 
Sowohl FAK als auch Pyk2 sind Protein-Tyrosinkinasen, die weder Src Homologie 2 (SH2) 
noch SH3-Domänen besitzen (Abbildung 1.12). Beide Proteine besitzen N-terminal eine 
FERM-Domäne [96], die an die zytoplasmatischen Bereiche von Transmembranproteinen 
[97] oder wie Chen et al. herausgefunden haben, direkt an den HGF Rezeptor c-Met [98] 
bindet. Hinter der FERM-Domäne liegt die Kinase-Domäne. Im C-terminalen Bereich 
befinden sich prolinreiche Sequenzen, an die SH3-Domänen anderer Signalmoleküle binden, 
wie z.B. p130CAS (Crk assoziiertes Substrat), Graf (GTPase regulator associated with FAK) 
[99] oder CAP ((c-Clb assoziiertes Protein) involviert in der Verbindung von Integrin- mit 
MAPK-Kinase Signalen) [100]. Über die C-terminale FAT-Domäne kommt es zur Bindung 
von der FAK an Paxillin und Talin und damit zur Lokalisation in den Fokalkontakten. 
  
 
Abbildung 1.12: Vergleich zwischen der focal adhesion kinase und Pyk2 [101] 
   
 
Mehrere Isoformen der FAK entstehen durch die alternative Nutzung verschiedener 
Promotoren oder durch alternatives Spleißen. Eine dieser Isoformen ist die FRNK (FAK-
related non kinase), die als negativer Regulator der FAK wirkt [102].  Die mRNA dieser N-
terminal verkürzten Form der FAK wird von einem alternativen Promotor, der in einem Intron 
unterhalb der Kinase-Domäne liegt, generiert [103],  
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FAK wird durch die meisten Integrin Rezeptoren über einen bislang unbekannten 
Mechanismus aktiviert. Dabei bindet die FAK indirekt über die Zytoskelettproteine Talin und 
Paxillin an die zytoplasmatische Domäne der β-Integrin Rezeptor Untereinheiten und wird 
somit in die Fokalkontakten rekrutiert [104-107]. 
Die Aktivierung der FAK führt zur Autophosphorylierung des Tyrosins 397, welches eine 
Bindungsstelle für die SH2-Domäne von Src und Fyn [108, 109] darstellt. In Folge kommt es 
zur Phosphorylierung weiterer Tyrosinreste (z.B. Tyrosinreste 576/577 im Aktivierungsloop 
der FAK Kinase-Domäne). Sowohl die Bindung von Shc, als auch die Phosphorylierung des 
Tyrosinrests Y925 erlauben eine direkte bzw. indirekte Rekrutierung des Adapterproteins 
Grb2 und somit die Rekrutierung des Ras Guanosin 5´-Triphosphat Austauschfaktors SOS 
[109]. 
Durch diese Interaktion mit Grb2 wird FAK mit den Signaltransduktionswegen verbunden, 
die die mitogen activated protein kinase (MAPK) Kaskade aktivieren (Abbildung 1.13) und 
das Zytoskelett modifizieren. 
 
 
Abbildung 1.13: Modell des fokal adhesion kinase (A) Signalweges [83] 
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1.10 Ziele der Arbeit 
 
IL-6 ist der Hauptaktivator der Akutphase-Proteine in der Leber, ein hämatopoetischer Faktor 
und wirkt als ein Überlebensfaktor für neuronale Zellen. Des Weiteren ist IL-6 ein 
Differenzierungsfaktor für B- und T-Zellen und reguliert das Zellwachstum.  
IL-6-vermittelt seine Signale durch einen Rezeptorkomplex, der aus der signalvermittelten 
gp130 Untereinheit und der IL-6Rα Untereinheit besteht. Die Aktivierung dieses 
Rezeptorkomplexes führt zur Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges wie auch der MAPK- 
und PI3K-Kaskade. 
In verschiedenen Studien wurde schon mehrfach gezeigt, dass IL-6 ein indirekter Mediator 
der Zellwanderung ist. Wir konnten vor kurzem nachweisen, dass IL-6 auch direkt die 
Zellwanderung von T-Zellen auslöst [23]. Wir konnten ausschließen, dass IL-6 durch die 
Induktion und Sekretion von klassischen Chemokinen – also indirekt – die Zellwanderung 
induziert [23].  
Monozyten spielen bei Entzündungsreaktionen eine besondere Rolle. Um am Ort der 
Entzündung wirken zu können, müssen die Zellen die Blutbahn verlassen und in das Gewebe 
einwandern. Ziel dieser Arbeit soll nun sein, die mögliche Bedeutung von IL-6 auf die 
Zellwanderung von Monozyten zu untersuchen. Die einzelnen, für die Zellwanderung 
essentiellen Schritte, wie die Aktivierung der Integrin-Rezeptoren, die Zelladhäsion, die 
Aktin-Polymerisation und letztendlich die Zellwanderung, sollen überprüft werden.   
Wir konnten bereits zeigen, dass die STAT3-Bindestellen im gp130 keine bedeutende Rolle 
bei der IL-6-vermittelten Zellwanderung von T-Zellen spielt [23]. In den letzten Jahren sind 
jedoch immer mehr Veröffentlichungen erschienen, die beschreiben, dass der 
Transkriptionsfaktor STAT3 eine wichtige Rolle bei der Zellwanderung spielt. Es sollte nun 
mit Hilfe von spezifischen niedermolekularen Inhibitoren überprüft werden, ob STAT3 bei 
der IL-6-vermittelten Zellwanderung wichtig ist. 
Bei der Zellwanderung spielt die FAK eine besondere Rolle. Verschiedene Gruppen konnten 
für Wachstumsfaktorrezeptoren beschreiben, dass die FAK direkt oder über ein 
Adapterprotein an den Rezeptor bindet. Mittels Peptidpräzipitationen soll nun hier untersucht 
werden, ob die FAK auch an die signalübertragende Rezeptoreinheit gp130 bindet. 
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2 Material und Methoden 
 
 
2.1 Chemikalien 
Alle verwendeten Chemikalien wurden in der Qualität pro analysi eingesetzt. Alle Enzyme 
wurden, falls im Text nichts anderes angegeben, von der Firma Roche Diagnostics GmbH 
(Mannheim) verwendet. Kollagen I wurde von der Firma Sigma (Traufkirchen, Deutschland) 
und Fibronektin von der Firma Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) bezogen. 
   
 
2.2 Zytokine 
IL-6: rekombinantes humanes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone et al. [110] 
hergestellt und freundlicherweise von B. Mütze zur Verfügung gestellt; die 
spezifische Aktivität betrug 2 * 106
 
BSF-2 (B-cell stimulatory factor-2) U/mg 
Protein 
SDF-1: rekombinantes humanes SDF-1 wurde von der Firma Peprotech (Umkirch, 
Deutschland) bezogen 
IL-1β: rekombinantes humanes Interleukin-1β wurde von der Firma Roche (Umkirch, 
Deutschland) bezogen 
TNF-α: rekombinantes humanes TNF-α wurde von der Firma Peprotech (Umkirch, 
Deutschland) bezogen 
Interferon-γ: rekombinantes humanes Interferon-γ (IFN-γ) wurde von der Firma Peprotech 
(Umkirch, Deutschland) bezogen 
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2.3 Antikörper 
Integrin β1 (9EG7) r FACS monoklonaler Antikörper, der die aktivierte 
Form der β1-Integrin erkennt (BD, Heidelberg, 
Deutschland) 
ICAM-1 m FACS monoklonaler Antikörper gegen ICAM-1 
(Immunotools, Friesenrode, Deutschland) 
VCAM-1 m FACS monoklonaler Antikörper gegen VCAM-1 
(Immunotools, Friesenrode, Deutschland)  
α-SHP2 (C-18) rb IP, WB polyklonaler Antikörper gegen den C-
terminalen Teil von SHP2 (Santa Cruz, USA) 
α-STAT3 (C-20) rb WB polyklonaler Antikörper gegen STAT3 (Santa 
Cruz, USA) 
α-pY705STAT3  rb WB polyklonaler Antikörper, der spezifisch das 
phosphorylierte Tyr705 von STAT3 erkennt 
(Cell Signaling, USA) 
α-ERK1 (C-20) g WB polyklonaler Antikörper gegen ERK1 (Santa 
Cruz, USA) 
α-ERK2 (C-20) g WB polyklonaler Antikörper gegen ERK2 (Santa 
Cruz, USA) 
α-phospho-p42/p44 ERK m WB monoklonaler Antikörper, der spezifisch die 
phosphorylierte Thr von ERK erkennt (Cell 
Signaling, USA) 
α-HA (6E2)  m WB monoklonaler Antikörper, der spezifisch den 
HA-Tag erkennt (Cell Signaling, USA)  
α-FAK (A-17) rb IP, WB polyklonaler Antikörper gegen den N-
terminalen Teil von FAK (Santa Cruz, USA) 
α-FAK (C-20) rb IP, WB polyklonaler Antikörper gegen den C-
terminalen Teil von FAK (Santa Cruz, USA) 
α-FAK (2A7) m WB monoklonaler Antikörper gegen FAK 
(Upstate, USA) 
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αMaus-HRP Ig g WB polyklonales Antiserum gegen den    
konstanten Bereich des Maus- 
Immunoglobulins, HRP-konjugiert (DAKO, 
Glostrup, Dänemark) 
αKaninchen-HRP Ig g WB polyklonales Antiserum gegen den    
konstanten Bereich des Kaninchen- 
Immunoglobulins, HRP-konjugiert (DAKO, 
Glostrup, Dänemark) 
αZiege-HRP Ig rb WB  polyklonales Antiserum gegen den    
konstanten Bereich des Ziege- 
Immunoglobulins, HRP-konjugiert (DAKO, 
Glostrup, Dänemark) 
αMaus Ig-F(ab‘)2-PE g FACS polyklonales Antiserum gegen Maus IgG; 
F(ab‘)2-Fragmente, R-Phycoerythrin-
konjugiert (Dianova, Hamburg, Deutschland) 
αRatte Ig-F(ab‘)2-PE g FACS polyklonales Antiserum gegen Ratten IgG; 
F(ab‘)2-Fragmente, R-Phycoerythrin-
konjugiert (Dianova, Hamburg, Deutschland) 
 
 
m Maus    FACS fluorenscence activated cell sorting 
rb Kaninchen  WB Westernblot 
g Ziege  IP Immunpräzipitation 
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2.4 Plasmide 
 
pcDNA3.1(-) Expressionsplasmid 
pcDNA3.1(+) FAK-HA Expressionsplasmid, welches das murine 
FAK-HA enthält (dankend erhalten von 
Christoph Hauck) 
peGFP N1 FRNK-HA Expressionsplasmid, welches FRNK-HA 
enthält und zusätzlich noch C-terminal zu dem 
HA-Tag das GFP (dankend erhalten von 
Christoph Hauck) 
 
 
2.5 Peptide 
Die Peptide wurden von Jens Schneider-Mergener (Jerini-Berlin) [111] zur Verfügung 
gestellt. 
 
pY683  Biotin-βANSKDQMpYSDGNFTD 
pY759  Biotin-βATSSTVQpYSTVVHSG 
pY767  Biotin-βATVVHSGpYRHQVPSV 
pY814  Biotin-βALLPRQQpYFKQNCSQ 
pY905  Biotin-βAEGMPKSpYLPQTVRQ 
pY915  Biotin-βAPQTVRQGGpYMPQ 
 
Y759   Biotin-βATSSTVQYSTVVHSG 
Y814   Biotin-βALLPRQQYFKQNCSQ 
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2.6 Eukaryotische Zellen 
 
2.6.1 Permanente Zelllinien 
TUR (TPA resistente U937) in Suspension wachsende humane monozytäre 
Zellen; Kultivierung in RPMI + 10 % FKS, Penicillin (60 mg/ml) / 
Streptomycin (100 mg/ml) / G418 (400 µg/ml), bezogen von Ralf Hass.  
RAW 264.7 adhärent wachsende murine Makrophagen-Zellen; Kultivierung in DMEM-
Medium mit 10 % FKS und Penicillin (60 mg/ml) / Streptomycin (100 
mg/ml) 
HMEC-1 adhärent wachsende mikrovaskuläre Endothelzellen; Kultivierung in 
Endothelial cell growth medium MV (Promocell, Heidelberg, Deutschland) 
mit 0.5 % Gentamycin 
HEK293T adhärent wachsende humane embryonale Nierenzellen; adenoviral 
transfiziert, tragen das große T-Antigen; Kultivierung in DMEM-Medium 
mit 10 % FKS und Penicillin (60 mg/ml) / Streptomycin (100 mg/ml) 
 
2.6.2 Primäre Zellen 
HUVEC adhärent wachsende primäre Endothelzellen aus der Nabelschnur; 
Kultivierung in Endothelial cell growth medium MV (Promocell, 
Heidelberg, Deutschland) mit 0.5 % Gentamycin 
CD14+-Zellen primäre humane CD14+-Monozyten wurden frisch aus Vollblut von 
gesunden Spendern isoliert (siehe 2.14)  
 
2.6.3 Nährmedien und Lösungen 
RPMI Flüssigmedium mit 4,5 g Glukose und L-Glutamin            (Gibco) 
DMEM/Nut. Mix F12 Flüssigmedium mit Glutamax-I (1:1) mit Pyridoxine          (Gibco) 
DMEM Flüssigmedium mit 4,5 g Glukose und L-Glutamin                 (Gibco) 
OPTI-MEM 1 mit Glutamax-I                           (Gibco) 
Endothelial Cell Growth Medium MV        (Promocell) 
FKS mykoplasmenfreies fötales Kälberserum                          (Cytogen) 
Penicillin/Streptomycin                           (Lonza)  
Trypsin/EDTA                            (Lonza) 
Gentamycin                             (Sigma) 
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PBS:  0,2 M  NaCl 
 2,5 mM  KCl 
 8 mM  Na2HPO4 
 1,5 mM  KH2PO4 
  pH 7,4 
 
Die Zellen wurden in den angegebenen Medien kultiviert. Den Medien wurden 10 % 
hitzeinaktiviertes FKS sowie 60 mg/l Penicillin und 100 mg/l Streptomycin zugesetzt. Die 
Kultivierung der Zellen erfolgte bei einer Temperatur von 37 oC in wassergesättigter 
Atmosphäre mit 5 % CO2. Zur Weiterkultivierung wurden adhärent wachsende Zellen nach 
Waschen mit PBS mit Trypsin/EDTA-Lösung von den Kulturschalen gelöst und in 
Verdünnungen von 1:2 bis 1:10 in frischem Medium auf neuen Kulturschalen ausgesät.  
Zur Überprüfung, ob die Zellen mit Mykoplasmen kontaminiert sind, wurde die DNA mit 
Hilfe des Qiaamp Tissue Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. Anschließend wurde eine PCR mit 
mykoplasmenspezifischen Primern durchgeführt.  
Zur Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen von den Kulturschalen gelöst, mit 
Kulturmedium, das zusätzlich 10 % FKS und 10 % DMSO enthält, versetzt und in 
Kryoröhrchen aliquotiert. Zur langsamen Abkühlung wurden die Zellen 24 Std. bei –80 oC 
gelagert, bevor sie zur endgültigen Aufbewahrung in flüssigen Stickstoff gestellt wurden. 
Zum Auftauen wurden die Zellen bei 37 oC inkubiert und der Inhalt der Kryoröhrchen mit 
kaltem Kulturmedium verdünnt. Die Zellen wurden dann bei 1000 upm abzentrifugiert, das 
Pellet in frischem Kulturmedium aufgenommen und in einer Kulturschale ausgesät. 
 
2.6.4 Inhibitoren 
Galiellalacton wurde von Gerhard Erkel (Kaiserslautern, Deutschland) zur Verfügung gestellt 
[112]. 
 
 
2.7 Prokaryotische Zellen und deren Kultivierung 
Zur Klonierung und Amplifizierung wurden Bakterien des Stammes E.coli JM83 eingesetzt. 
Rekombinante Bakterien wurden in LB-Flüssigmedium mit 100 µg/ml Ampicillin (Sigma, 
Taufkirchen) kultiviert. Zur Selektion transformierter Klone wurden die Bakterien auf LB-
Platten mit 100 µl/ml Ampicillin ausgestrichen.  
Zur Aufbewahrung wurden Stammkulturen mit 20 % Glyzerin (Roth, Karlsruhe) versetzt und 
bei –80 oC gelagert. 
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LB-Flüssigmedium: 10 g/l Bactotrypton (Fluka, Sigma Aldrich Taufkirchen, Deutschland) 
 5 g/l Yeast Extract (Fluka, Sigma Aldrich Taufkirchen, Deutschland) 
 10 g/l NaCl 
 
LB-Platten: 1x LB-Flüssigmedium 
 2 % Bacto-Agar (Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland) 
 
 
2.8 Isolierung und Analyse von Plasmid-DNA  
 
2.8.1 Präparation von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab 
Die Präparation von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab diente der schnellen 
Charakterisierung rekombinanter Plasmide.  
Um DNA für die Analyse rekombinanter Plasmide zu gewinnen, wurden 2 ml LB-Medium 
mit Kolonien einer Transformationsplatte beimpft und ca. 6 Std. bei 37 oC inkubiert. Nach 
Zentrifugation wurde das Zellsediment zur Isolierung der Plasmid-DNA einem Aufschluss 
mit Hilfe des Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben 
unterzogen.  
 
2.8.2 Präparation von Plasmid-DNA im großen Maßstab 
Zur Gewinnung größerer Mengen Plasmid-DNA wurden Übernachtkulturen rekombinanter 
Bakterien in 50 – 500 ml LB-Medium angesetzt. Die Zellen wurden anschließend durch 
Zentrifugation sedimentiert. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des Qiagen 
Maxi-Plasmidpräparationskits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben. Die DNA wurde in 
LiChrosolv-Wasser (Merck, Darmstadt) aufgenommen.  
 
2.8.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren erfolgt photometrisch mittels eines 
UV/VIS-Spektrometers (Spectrophotometer ND-1000, PeqLab Erlangen). Eine Extinktion 
E260 = 1,0 entspricht einer Konzentration von 50 µg doppelsträngiger DNA/ml. 
Der Reinheitsgrad der DNA-Lösung wurde über den Quotienten E260/E280 bestimmt. Dieser 
Wert sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. 
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2.8.4 Restriktion von DNA 
Der enzymatische Restriktionsverdau der DNA erfolgte nach Standardvorschriften, wobei die 
Herstellerangaben berücksichtigt wurden. Zur Analyse von Plasmid-DNA wurde 0,5–1 µg 
DNA pro Restriktionsverdau eingesetzt. Für präparative Zwecke wurde 1–5 µg DNA pro 
Restriktionsverdau geschnitten. Sollte die DNA mit zwei Enzymen geschnitten werden, so 
konnte dies, sofern die Pufferbedingungen dies zuließen, im selben Ansatz geschehen. 
Mussten unterschiedliche Puffer für die beiden Endonukleasen verwendet werden, so wurde 
die DNA nach der ersten Restriktion mit 0,1 Vol 3 M NaAcetat (pH 4,6) und 2,5 Vol Ethanol 
für 30 Min. bei 13.000 upm bei 4 oC in der Zentrifuge gefällt. Anschließend wurde das DNA- 
Sediment mit frischem 70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in Wasser 
aufgenommen. Dann konnte die Restriktion mit der zweiten Endonuklease durchgeführt 
werden. 
 
2.8.5 Auftrennung von DNA-Fragmenten in der Agarose-Gelelektrophorese 
Um ein Gemisch von DNA-Fragmenten zu trennen und die gewünschten Fragmente isolieren 
zu können, bedient man sich der Agarose-Gelelektrophorese. Die DNA-Fragmente wurden 
dabei ihrer Größe nach im elektrischen Feld mit 5 V/cm in einem 1 %igem Agarosegel 
aufgetrennt. Den Agarosegelen wurde Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,1 
µg/ml zugesetzt, um die DNA-Banden in UV-Licht (λ=366nm) sichtbar zu machen und so 
eine Fotodokumentation (Gel print 200i-Gerät, MWG Biotech) oder eine Mengenabschätzung 
zu ermöglichen. Die aufzutrennenden Proben wurden mit 6x DNA-Probenpuffer versetzt. Als 
Größenmarker wurde die mit EcoRI und HindIII geschnitten λ-Phagen-DNA (Boehringer 
Mannheim, Penzberg) oder KB-Leiter (Gibco) verwendet.   
 
6x DNA-Probenpuffer: 15 % Ficoll 400.000 
 0,24 % Xylencyanolblau 
 0,24 % Bromphenolblau 
 in H2O  
 
1x TAE-Laufpuffer: 40 mM Tris-Base 
 50 mM EDTA 
 5 mM  Na-Acetat 
 32 mM Essigsäure 
 
2.8.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen    
Die gewünschte DNA-Bande wurde aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die Isolierung der 
DNA aus den Agarosegelfragmenten erfolgte mit Hilfe des Qiaquick Gel Extraction Kit 
(Qiagen, Hilden). 
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2.8.7 DNA-Ligation  
Die Ligation doppelsträngiger DNA erfolgte mit Hilfe der T4-DNA-Ligase. Für einen 
Ligationsansatz wurden 20-90 ng geschnittener Vektor, ein 3-5 facher molarer Überschuss an 
inserierender DNA, 1 µl T4-DNA-Ligase und 1 µl 10x Ligationspuffer eingesetzt. Dieser 
Ansatz wurde mit Wasser auf 20 µl aufgefüllt. Die Ligation erfolgte 2-3 h bei 37oC oder über 
Nacht bei RT.  
 
2.8.8 Transformation von Bakterien 
2.8.8.1 Bakterienstamm 
Der E.coli-Stamm JM83 wurde für die Klonierungen verwendet. 
2.8.8.2 Herstellung kompetenter Bakterien  
500 ml LB Medium wurden mit einer Vorkultur beimpft und weiter bei 37 oC inkubiert. Bei 
einer optischen Dichte von 0,3 bis 0,6 wurde die Kultur in kalte, sterile 50 ml 
Reaktionsgefäße (Greiner Bio-One, Frickenhausen Deutschland) überführt und für 10 Min. 
auf Eis gestellt. Anschließend wurden die Zellen bei 2700g für 10 Min. bei 4 oC sedimentiert. 
Die Präzipitate wurden vorsichtig in je 30 ml eiskalter MgCl2-CaCl2-Lösung (80mM MgCl2, 
20mM CaCl2) resuspendiert und bei 2700g für 10 Min. bei 4 oC sedimentiert. Anschließend 
wurden die Präzipitate vorsichtig in je 2 ml eiskalter 0,1 M CaCl2-Lösung resuspendiert, 
aliquotiert, in flüssigen Stickstoff tiefgefroren und bei –80 oC gelagert. Die so behandelten 
Zellen können über mehrere Monate für die Transformation verwendet werden. 
2.8.8.3 Transformation von Bakterien 
Für die Transformation wurden 10 µl Ligationsansatz (2.8.7) mit 100 µl kompetenten 
Bakterien (2.8.8.2) versetzt und 20 Min. auf Eis gestellt. Anschließend folgte eine Inkubation 
der Zellen für 60 Sek. bei 42 oC, gefolgt von weiteren 2 Min. auf Eis. Nach Zugabe von 1 ml 
LB-Medium zum Transformationsansatz wurde dieser zur Expression des Resistenzgens 45 
Min. bei 37 oC inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Bakterien abzentrifugiert, in 100 µl des 
Überstandes resuspendiert und auf LB-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum zur 
Selektion der rekombinanten Bakterienklone ausplattiert. Die Agarplatten wurden über Nacht 
bei 37 oC inkubiert. Rekombinante Klone konnten dann mit Hilfe der DNA-Präparation 
(2.7.1) und des Restriktionsverdaus (2.7.4) weiter analysiert werden.     
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2.8.9 DNA-Sequenzierung  
Das Prinzip der automatischen Sequenzierung beruht auf der Anregung und Detektion 
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide, die in einer vorgeschalteten PCR in ein DNA-
Molekül eingebaut werden. Für die Sequenzierung würde 1 µg DNA getrocknet und die 
Proben dann nach MWG-Biotech (Ebersberg, Deutschland) zur Sequenzanalyse gesendet. 
 
 
2.9 Expression von Proteinen in eukaryotischen Zellen 
Die in DMEM-Medium mit 10 % FKS ohne Antibiotika kultivierten HEK293T-Zellen 
wurden für die transiente Transfektion in 60%-iger Konfluenz verwendet. In einem 
Eppendorf-Reaktionsgefäß wurden 100 µl OPTI-MEM ohne FKS vorgelegt und mit 2-15 µg 
Plasmid-DNA gemischt. In einem zweiten Eppendorf-Reaktionsgefäß wurden pro Ansatz  
100 µl OPTI-MEM ohne FKS mit 4-30 µl FuGENE 6 der Firma Roche (Roche Diagnostics 
GmbH, Mannheim, Deutschland) gemischt. Dieses Gemisch wurde dann in das erste 
Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt, vermischt und mindestens 15 min inkubiert und 
anschließend vorsichtig auf die Zellkulturschalen verteilt. Am nächsten Tag wurden die 
Zellen 1:3 gesplittet und in DMEM mit Antibiotika kultiviert.  
Die Transfektionsmethode beruhen auf der Verwendung kationischer Liposomen, die mit den 
Phosphatgruppen der DNA interagieren. Durch den Kontakt des Lipid/DNA-Komplexes mit 
der Zellmembran erfolgt die Einschleusung der DNA in die zu transfizierenden Zellen. 
 
 
2.10 Nachweis von Proteinen in eukaryotischen Zellen 
 
2.10.1 FACS-Analyse  
Für die FACS (Fluorescent activated cell sorting)-Analyse wurden pro Ansatz 5 * 105 bis  
1 * 106 Zellen eingesetzt. Adhärente Zellen wurden durch Zugabe von PBS/EDTA-Lösung 
geerntet. Die Zellen wurden abzentrifugiert und einmal mit kaltem FACS-Puffer gewaschen. 
Das Vorhandensein von Rezeptoren an der Zelloberfläche wurde durch Inkubation mit einem 
spezifischen ersten Antikörper, gefolgt von einer Inkubation mit einem PE-konjugierten 
zweiten Antikörper, der den ersten Antikörper erkennt, überprüft. Dazu wurden die Zellen in 
100 µl FACS-Puffer und 1 µg des ersten Antikörpers für 30 Min. auf Eis inkubiert und 
anschließend mit FACS-Puffer gewaschen. Zur Detektion der an die Zellen gebundenen 
Antikörper folgte eine Inkubation mit einer 1:100-Verdünnung eines PE-konjugierten F(ab‘)2 
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Fragments eines Ziege-anti-Maus IgG für 30 Min. auf Eis im Dunkeln. Die Zellen wurden 
erneut mit FACS-Puffer gewaschen und in 400 µl FACS-Puffer resuspendiert. 105 Zellen 
wurden im FACSCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg) analysiert. Der FACSCalibur 
besitzt einen Argonionen-Laser zur Anregung bei 488 nm und drei Detektionseinheiten. FL1 
registriert Licht der Wellenlänge von 530 ± 30 nm. FL2 misst bei 585 ± 42 nm und erkennt 
Phycoerythrin. 
 
     
     
FACS-Puffer: 1x PBS 
 5%  FKS 
 0,1% Na-Azid 
 
2.10.2 Herstellung von Zelllysaten 
Ein bis zwei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen einmal mit kaltem PBS/Vanadat 
gewaschen. Anschließend wurden pro 10 cm Zellkulturschale oder 25 cm2 Zellkulturflasche 
250-500 µl RIPA-Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren hinzugegeben und die Zellen mit Hilfe 
eines Gummischabers von der Platte gelöst. Die Zellsuspension wurde in ein Eppendorf-
Reaktionsgefäß überführt und zur Lyse 30 Min. auf Eis stehen gelassen. Zur Abtrennung der 
Membranbestandteile erfolgte dann eine 10 minütige Zentrifugation bei 13.000 upm und 4 oC.    
 
   
 
 
 
 
 
   
 
2.10.3 Proteinbestimmung nach Bradford 
Zur quantitativen Bestimmung der Proteinkonzentration einer Lösung wurde ein Kit der 
Firma Biorad (München) verwendet. Dazu wurden 3 µl der Probe mit einer 1:4-Verdünnung 
der Biorad-Gebrauchslösung vermischt, 10 Min. bei RT inkubiert, und nach der Methode von 
Bradford et al. [113] die Absorption bei 595 nm gemessen. Die Berechnung der 
Proteinkonzentration beruht auf einer für BSA ermittelten Eichgeraden, woraus sich für eine 
Extinktion von 0,063 eine Proteinmenge von 1 µg ergibt.  
 
PBS/EDTA: 1x PBS 
 10 mM  EDTA 
RIPA-Lysispuffer: 50 mM Tris/HCl pH7,4 
 150 mM NaCl 
 0,5 % Nonidet P40 
 15 % Glyzerin 
 1 mM EDTA 
Proteaseinhibitoren  10 µg/ml Aprotinin 
(jeweils frisch hinzugeben): 10 µg/ml Leupeptin 
 10 µg/ml Pepstatin 
 0,8 µM Pefabloc 
 1 mM Na3VO4 
 1 mM  NaF 
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2.10.4 Immunpräzipitation 
Zur Immunpräzipitation der gewünschten Proteine wurden die Lysate (2.9.2) einer 10 cm 
Zellkulturschale oder einer 25 cm2 Zellkulturflasche mit 0,8 – 1 µg Antikörper, der gegen die 
entsprechenden Proteine gerichteten ist, versetzt und bei 4 oC über Nacht auf dem 
Rotationsschüttler inkubiert. Die Immunkomplexe wurden am nächsten Morgen ebenfalls mit 
über Nacht in Lysispuffer gequollener Protein A-Sepharose (Pharmacia, Freiburg) präzipitiert 
(2,5 mg/Ansatz). Bei der Verwendung eines murinen Antikörpers ging eine Absättigung der 
Protein A-Sepharose mit einem Kaninchen-αMaus-Antikörper voraus (10 µl/10 mg). Nach 
weiterer 1-2 stündiger Inkubation auf dem Rotationsschüttler wurden die an die Protein A-
Sepharose gekoppelten Immunkomplexe viermal mit RIPA-Waschpuffer gewaschen. 
Anschließend wurden sie in jeweils 20 µl 2x Lämmli-Probenpuffer [114] aufgenommen. Die 
gebundenen Proteine wurden durch 5-minütiges Erhitzen auf 95 oC von der Sepharose 
getrennt und denaturiert. 
 
   
   
 
 
 
 
 
   
2.10.5 Peptidpräzipitation 
Zu den Zelllysaten wurden 3-8 mM biotinyliertes Peptid zugegeben und für 4 Std. oder über 
Nacht bei 4 °C im Rotationsschüttler inkubiert. Nach dem Präzipitieren des Peptids durch 
Zugabe von immobilisiertem NeutrAvidin (PIERCE, Rockford, IL, USA) (5 mg/100 µl) für  
1 Std. im Rotationsschüttler bei 4 °C, wurde das Präzipitat dreimal mit 500 µl RIPA-
Waschpuffer gewaschen und in 20 µl 2x Lämmli-Probenpuffer [114] aufgenommen. Die 
gebundenen Proteine wurden durch 5-minütiges Erhitzen auf 95 °C vom NeutrAvidin 
getrennt und denaturiert.  
 
2.10.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem 
Molekulargewicht. Das negativ geladene Natriumdodecylsulfat (SDS), das in den Lösungen 
RIPA-Waschpuffer:  50 mM Tris/HCl pH 7,4 
 100 mM NaCl 
 0,1 % Nonidet P40 
 15 % Glyzerin 
 1 mM EDTA 
2x Lämmli-Probenpuffer: 20 % Glyzerin 
 10 %  β-Mercaptoethanol 
 4 %  SDS 
 125 mM  Tris/HCl pH6,8 
 0,2 %  Bromphenolblau 
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für die Gele enthalten ist, lagert sich entlang der Aminosäurekette der Proteine an. Es bildet 
einen SDS-Proteinkomplex, in dem die Eigenladung des Proteins im Vergleich zur negativen 
Gesamtladung vernachlässigbar ist. Zur vollständigen Denaturierung der Proteine wurden die 
Disulfidbrücken durch das reduzierende Agens β-Mercaptoethanol gespalten. Die 
Elektrophorese wurde in einer vertikalen Flachgelkammer (BioMetra, Göttingen, 
Deutschland) durchgeführt. Je nach Größe der zu analysierenden Proteine wurden 8 %ige,  
10 %ige oder 12,5 %ige Trenngele mit 3 %igen Sammelgelen verwendet. Die Elektrophorese 
erfolgte mit 35 mA bei RT in SDS-Laufpuffer. Als Größenstandard wurde der Dual Color 
(Biorad, München, Deutschland) verwendet. 
 
Acrylamidlösung: 30 %  Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 
  Trenngel  Sammelgel 
 8 % 10 % 12,5 %  
Aqua dest. 6,9 ml 5,9 ml 4,9 ml 4 ml 
Acrylamidlösung 3,84 ml 4,8 ml 6 ml 635 µl 
1,5 M Tris/HCl pH 8,8 3,8 ml 3,8 ml 3,8 ml  
2 M Tris/HCl pH 6,8    313 µl 
20 % SDS 75 µl 75 µl 75 µl 75 µl 
TEMED 15 µl 15 µl 15 µl 15 µl 
APS 20% 75 µl 75 µl 75 µl 75 µl 
 
SDS-Laufpuffer (10x): 0,25 M Tris 
 1,92 M Glyzin 
 0,5% SDS 
 
 
2.10.7 Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran  
Die mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine transferierte man 
mit Hilfe der Semi-Dry-Westernblot-Methode auf eine PVDF-Membran (Gelman Sciences, 
Roßdorf). Dazu wurden insgesamt drei 3 mm dicke 3MM Whatman-Papiere (Whatman 
International, Maidstone England) und die PVDF-Membran auf die Größe des SDS-
Polyacrylamidgels zugeschnitten. Man benetzte die Membran kurz mit Methanol, wässerte 
diese 5 Min. und äquilibrierte sie anschließend 15 Min. in Anoden-Puffer II. Nachdem auch 
die Whatman-Papiere in den unten angegebenen Puffern getränkt waren, wurde der Blot wie 
folgt aufgebaut: 
 
1. Graphitplatte, bildet Anode 
2. Whatman-Papier getränkt in Anoden-Puffer I 
3. Whatman-Papier getränkt in Anoden-Puffer II 
4. PVDF-Membran äquilibriert in Anoden-Puffer II 
5. Polyacrylamidgel 
6. Whatman-Papier getränkt in Kathoden-Puffer 
7. Graphitplatte, bildet Kathode   
 
Der Blot wurde luftblasenfrei für 1 Std. einer Stromstärke von 0.8 mA/cm2 unterworfen 
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Anoden-Puffer I 0,3 M Tris/HCl, pH 10,4 
 20 % Methanol 
   
Anoden-Puffer II 0,025 M Tris/HCl, pH 10,4 
 20 % Methanol 
   
Kathoden-Puffer 0,04 M ε-Aminocapronsäure 
 20% Methanol 
 
2.10.8 Detektion der Proteine auf der PVDF-Membran  
Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurden die freien Bindungsstellen, 
an die Antikörper unspezifisch binden könnten, mit 10%iger BSA-Lösung (Serva, 
Heidelberg) in TBS-N Lösung abgesättigt. Danach wurde die Membran mit TBS-N kurz 
gewaschen und unter Schütteln mit einer entsprechenden Erstantikörper-Verdünnung (1:200-
1:5000), der spezifisch an die nachzuweisenden Proteine bindet, 1 Std. inkubiert. 
Anschließend wurde mit TBS-N gewaschen und die Membran 30 Min. mit dem 
entsprechenden Zweitantikörper (Verdünnung 1:1000 – 1:5000) inkubiert. Dieser erkennt den 
konstanten Bereich des als Erstantikörper verwendeten Immunoglobulins und ist an 
Meerrettich-Peroxidase (HRP = horseradish peroxdiase) gekoppelt. Der Nachweis des 
gebundenen Zweitantikörpers und somit der Proteine erfolgte über Enhanced 
Chemiluminescence (Amersham Pharmacia, Biotech, Schweden). Das Prinzip der ECL-
Detektion von Amersham beruht auf der Oxidation von cyclischen Diacylhydraziden wie 
Luminol (5-Amino-2,3-phtalalazin-1,4-dion) in Gegenwart von Wasserstoffperoxid und der 
Meerrettich-Peroxidase unter alkalischen Bedingungen. Das nach der Oxidation entstandene 
Radikal (3-Aminophthalat) kehrt unter Lichtemission (425 nm) mit einer Reaktionseffizienz 
von ca. 1 % in den energetischen Grundzustand zurück. Durch die Anwesenheit von 
chemischen Aktivatoren wie Phenolen wird die Lichtemission verstärkt und die 
Chemilumineszenzphase verlängert.  
Die Antikörper konnten durch eine 30 minütige Inkubation der PVDF-Membran in Stripping-
Puffer bei 70 oC wieder von der Membran gelöst werden, um eine erneute Detektion zu 
ermöglichen. 
 
TBS-N: 20 mM Tris/HCl pH 7,6 
 140 mM NaCl 
 0,1% Nonidet P-40 
 
Stripping-Puffer: 62,5 mM Tris/HCl pH 6,7 
 2 % SDS 
 70 µl/10ml Puffer β-Mercaptoethanol 
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2.10.9 Herstellung von Kernextrakten  
Die Zellen wurden mit IL-6 (20 ng/ml) für 20 Min. stimuliert, zweimal mit kaltem PBS (plus 
100 µM Na3VO4) gewaschen und mit einem Gummischaber von der Platte gelöst. Die 
Behandlung unstimulierter Zellen erfolgte analog. Die Kernextraktion erfolgte nach Andrews 
und Faller [115]. Die Zellen wurden in ein Reaktionsgefäß überführt und 10 Sek. bei 
10000 upm sedimentiert. Das Zellsediment wurde anschließend in 400 µl Puffer A 
aufgenommen und 10 Min. auf Eis inkubiert. Der Aufschluss der Zellen erfolgte  durch 
starkes Schütteln für 10 Sek. Nach erneuter kurzer Zentrifugation wurde das Sediment in 
100 µl Puffer C aufgenommen und 20 Min. auf Eis inkubiert, 2 Min. zentrifugiert und der 
Überstand, der die Kernproteine enthielt, in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt. Der 
Proteingehalt konnte mit dem BioRad Protein-Assay (2.9.3) bestimmt werden. 
 
Puffer A: 10 mM Hepes-KOH, pH 7,8 
 1,5 mM MgCl2 
 10 mM KCl 
 0,5 mM DTT 
 0,2 mM PMSF 
 1 mM Na3VO4 
 
Puffer C: 20 mM Hepes-KOH, pH 7,8 
 1,5 mM MgCl2 
 420 mM NaCl 
 0,2 mM EDTA 
 25 % Glycerin 
 0,5 mM DTT 
 0,2 mM PMSF 
 1 mM Na3VO4 
 
 
2.10.10 Radioaktive Markierung doppelsträngiger DNA 
Mit Hilfe des Klenow-Enzyms konnte doppelsträngige DNA mit überhängenden 5’-Enden 
radioaktiv markiert werden. Die Reaktionsdauer betrug 30 Min. bei RT. Die Trennung der 
radioaktiv markierten DNA von den noch freien Nukleotiden erfolgte mit dem „Qiaquick 
Nukleotide Removal Kit“ der Firma Qiagen (Hilden). 
 
 
 
Markierungsansatz: 2,5 pmol DNA (2,5 pmol/µl) 
 6 µl 10 x Restriktionspuffer M (Boehringer Mannheim)  
 1 µl dCTP (0,5 mM)   
 1 µl dGTP (0,5 mM)   
 1 µl dTTP (0,5 mM)   
 45,5 µl H2O   
 2 µl (α 32P)dATP   
 2,5 µl Klenow-Enzym (5 U)   
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In allen Reaktionen zur STAT1- und STAT3-Aktivierung wurde das doppelsträngige 
„m67SIE“-Oligonukleotid eingesetzt. Die DNA-Sequenz enthält das sis-induzierbare-Element 
des humanen c-Fos-Promotors, welches so mutiert wurde, dass es die Transkriptionsfaktoren 
STAT1 und STAT3 mit gleich hoher Affinität bindet (78): 
 
„SIE“  5‘-GATTGACGGGAACTG-3‘ 
 
„m67SIE“ 5‘-GATCCGGGAGGGATTTACGGGAAATGCTG-3‘ 
   3‘-GCCCTCCCTAAATGCCCTTTACGACTTAA-5‘ 
 
 
2.10.11 Elektrophoretischer-Mobilitäts-Shift-Assay (EMSA) 
5 µg der unter 2.13 beschriebenen Kernextrakte wurden mit dem Reaktionsansatz gemischt 
und 1 µl der radioaktiv markierten Sonde (auf 5000 cpm/µl eingestellt) zugegeben. Als Sonde 
diente das doppelsträngige „m67SIE“-Oligonukleotid aus dem c-Fos-Promotor. Der Ansatz 
wurde 5 Min. bei RT inkubiert und anschließend auf ein 4,5 %iges natives Polyacrylamidgel 
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte 4 Std. bei 200 V bei einer Gellänge von 20 cm. Der 
Laufpuffer wurde dabei durch eine Pumpe umgewälzt. Nach einer Laufstrecke von 12 cm 
musste die Pumpe ausgeschaltet und die Elektrophorese ohne Umwälzung noch für eine 
Laufstrecke von 3,5 cm laufen gelassen werden. Die freie Probe läuft in diesem Fall aus dem 
Gel in den unteren Reservoirtank der Elektrophoresekammer. Nach der Elektrophorese wurde 
das Gel für 30-60 Min. fixiert, auf ein 3 MM Whatman-Papier überführt, 1 Std. getrocknet 
und einer Autoradiographie unterzogen. 
 
 
5 x Gelshift-Puffer: 50 mM Hepes-KOH, pH 7,8 
    5 mM  EDTA  
 25 mM MgCl2 
 50 % V/V Glycerin 
 
5 µg Kernextrakt Reaktionsansatz für eine Probe:  
(Vges.= 20 µl) 4 µl 5 x Gelshift-Puffer 
 0,1 µl 1M DTT 
 0,2 µl 200 mM PMSF 
 1 µl Poly(dI-dC)-Poly(dI-dC) (Stammlösung: 1 mg/ml) 
 2 µl BSA (Stammlösung: 10 mg/ml) 
 ad 20 µl H2O 
 
Gellösung:  6,75 ml Acrylamid-Stammlösung 
 5,25 ml Glyzerin 86 % 
 3 ml 5 x TBE 
 45 ml H2O 
 400 µl 10 % APS 
 40 µl TEMED 
 
Laufpuffer: 0,25 x  TBE 
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2.11 β1-Integrin Analyse  
Für die Bestimmung der aktivierten Form der β1-Integrin Untereinheit wurden 5 * 105 TUR-
Zellen in RPMI mit 2 % FKS bzw. 1 * 105 Zellen RAW 264.7-Zellen in DMEM mit 0,5 % 
FKS über Nacht kultiviert. Am nächsten Tag wurden die Zellen in 25 mM HEPES-Puffer (pH 
7,4) / 150 mM NaCl + 1 mM MgCl2 (oder 5 mM MnCl2 für die Positivkontrolle) gehungert. 
Die Stimulation erfolgte mit 20 ng/ml IL-6 für die 2 Min. und 30 Min. Zeiten. Danach wurden 
die stimulierten Zellen mit einem Antikörper inkubiert, der die aktivierte Form der β1-Integrin 
Untereinheit (9EG7) erkennt und für 30 Min. bei 4 oC inkubiert. Nachdem die Zellen mit 
modifizierten FACS-Puffer (25 mM HEPES (pH 7.4), 150 mM NaCl, 5 % FCS, 0.1 % NaN3) 
gewaschen wurden, wurden sie mit R-Phycoerythrin-konjugierten Ratte α-Ziege-Antikörper 
für weitere 30 Min. bei 4 oC inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen wieder in 
modifizierten FACS-Puffer aufgenommen und die Analyse der aktivierten β1-Integrin 
Untereinheit erfolgte im FACSCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland). Zur 
Auswertung wurde die CellQuestPro 5.0 Software verwendet.  
 
 
2.12 Aktin-Polymerisation Analyse 
Für den Aktin-Polymerisations Test wurden die Zellen über Nacht 5 * 105 TUR-Zellen/ml in 
RPMI Medium mit 2 % FKS bzw. 1 * 105 RAW 264.7-Zellen/ml in DMEM mit 0,5 % FKS 
über Nacht kultiviert. Am nächsten Tag wurden die Zellen dann in 25 mM HEPES-Puffer (pH 
7,4) / 150 mM NaCl für weitere 30 Min. gehungert und anschließend für eine kurze Zeitreihe 
mit IL-6 (20 ng/ml) stimuliert. Anschließend wurden die Zellen mit 1,5 % Formaldehyd 
(Merck, Darmstadt, Deutschland) für 10 Min. bei Raumtemperatur fixiert, dann mit 90 % 
Methanol für 10 Min. bei 0 oC permabilisiert und mit Phalloidin-TRITC (Fluka, Traufkirchen, 
Deutschland) für 30 Min. bei 4 oC gefärbt.  
Nach einem anschließenden Waschschritt mit FACS-Puffer (PBS, 5 % FKS, 0,1 % NaN3) 
wurden die Zellen erneut in FACS-Puffer aufgenommen und das F-Aktin mittels FACS-
Analyse im FACSCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) gemessen. Die 
anschließende Auswertung der Daten erfolgte mit CellQuestPro 5.0. 
  
 
2.13 Zelladhäsionsanalyse 
Für die Zelladhäsionsanalyse wurden makrovaskuläre Endothelzellen (HUVEC) in eine 96 
Lochplatte, mit einer Zelldichte von 6000 Zellen/Loch, ausplattiert. Nach 24 Std. wurden die 
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Zellen gewaschen, in RPMI Medium ohne Zusätze kultiviert und mit IL-1β (100 U/ml) für 
weitere 24 Stunden stimuliert, um die Expression der Zelladhäsionsmolekülen zu erhöhen. 
Am nächsten Tag wurden die Zellen, zur Entfernung des IL-1β und nicht adhärenter Zellen, 
mit RPMI-Medium gewaschen.  
Die TUR-Zellen wurden gewaschen, in 25 mM HEPES-Puffer (pH 7,4) / 150 mM NaCl  auf 
eine Zellkonzentration von 1 * 107 Zellen/ml eingestellt und für 10 Min. im 
Begasungsbrutschrank inkubiert. Nach den 10 Min. wurden die TUR-Zellen mit IL-6 (20 
ng/ml), SDF-1 (100 ng/ml) bzw. MnCl2 (5 mM) stimuliert und direkt auf die Löcher zu 
jeweils  5 * 105 Zellen verteilt. Nach 5 Min. wurden die adhärierten TUR-Zellen mit 100 µl  
5 % Glutaraldehydlösung fixiert, sofort 2 mal mit PBS gewaschen und wieder mit 100 µl  
5 % Glutaraldehydlösung für 20 Min. bei Raumtemperatur fixiert.   
Danach wurden die fixierten Zellen dreimal mit ddH2O gewaschen und mit Kristallviolett 
(0.1 % (w/v) in 200mM MES pH 6.0) 60 Min. bei Raumtemperatur gefärbt. Nach 
wiederholtem Waschen (dreimal 400 µl ddH2O) wurde der verbleibende Farbstoff mit 100 µl 
10 % (v/v) Essigsäure 5 Min. bei 150 upm auf einem Horizontalschütteler gelöst. Die 
Extinktion wurde mittels eines ELISAreader (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) bei 570 
nm gemessen. Die gemessene Extinktion jeder Probe wurde mit der Extinktion der Proben 
ohne TUR-Zellen korrigiert [116].  
 
 
2.14 Zellwanderungs-Analyse 
Die Zellwanderung wurde mit einem modifizierten Boyden-Kammer-System gemessen. 
Hierbei handelt es sich um einen Einsatz, der in eine Zellkulturschale gehängt wird. Die 
Zellen befinden sich im Einsatz und müssen durch dessen Unterseite, die aus einer porösen 
Membran besteht, hindurchwandern. Nach 3-4 Std. befinden sich die gewanderten Zellen am 
Boden der Zellkulturschale und werden manuell oder Rechner unterstützt ausgewertet. 
Die Einsätze (Transwells für 24-Loch-Zellkulturschalen mit Polykarbonatmembran und 8 µm 
Porendurchmesser von Corning Costar, Bodenheim) wurden mit extrazellulärem 
Matrixmaterial beschichtet. Humanes Fibronektin aus Plasma (Becton Dickinson, Heidelberg) 
mit einer Konzentration von 5 µg/cm² wurde zur Beschichtung benutzt. Dazu wurde das 
Fibronektin in H2O bei RT aufgelöst, 45 µl auf die Membran gegeben und trocknen gelassen.  
Die TUR-Zellen wurden 16 Std. vor der Zellwanderungs-Analyse in RPMI und 2 % FKS in 
einer Dichte von 7,5 * 105 Zellen/ml Medium ausgesät. Je 1 * 105 TUR-Zellen/100 µl 
Medium wurden in die Einsätze und 800 µl Medium in die 24-Loch-Zellkulturschale gegeben 
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und bei 37o C und 5 % CO2 inkubiert. Nach 30 Min. wurde durch Zugabe von 20 ng/ml IL-6 
in die untere Kammer der 24-Loch-Zellkulturschale, stimuliert. Die gewanderten Zellen 
wurden nach 4 Std. manuell ausgezählt. Für jedes Experiment wurden die Anzahl der Zellen 
aus vier verschiedenen Gesichtsfeldern ermittelt.  
Für die Zellwanderungs-Analyse von isolierten primären humanen CD14+-Monozyten 
wurden 1,6 * 105 Zellen in ein mit Fibronektin beschichtetes Transwell (Porengröße 5 µm) 
überführt.  
Für die Zellwanderungs-Analyse von TUR-Zellen durch eine Schicht von makrovaskulären 
Endothelzellen, wurden 6000 HUVECs in nicht mit Fibronektin beschichtete Transwells 
ausgesät. Nach 24 Std. wurden die Endothelzellen für weitere 24 Std. mit IL-1β (100 U/ml) 
stimuliert um die Oberflächenexpression der Zelladhäsionsmoleküle, ICAM-1 und VCAM-1, 
zu verstärken. Durch Waschen der Transwells mit RPMI-Medium wurde das IL-1β vor der 
Analyse der Zellwanderung entfernt. 
 
Abbildung 2.1: Aufbau einer Boyden-Kammer 
 
 
2.15 Isolierung von CD14+-Monozyten 
Für die Isolation von mononukleären Zellen aus primärem peripherem Blut (PBMC) wurden 
in einem 50 ml Reaktionsgefäß  20 ml Ficoll (GE Healthcare, Upsala, Schweden) mit 30 ml 
Vollblut von gesunden Spendern überschichtet. Die Zentrifugation der Reaktionsgefäße 
erfolgte bei 800 g für 30 Min. in einem swing-out rotor ohne Bremse. Danach wurde die 
Zwischenphase abgenommen, in ein neues 50 ml Gefäß überführt und diese dann dreimal mit 
minimal essential medium eagle (Spinnermodifikation) gewaschen. Die Zellen wurden daher 
Transwell
untere Kammer
obere Kammer
Membran beschichtet mit Fibronektin, bzw. 
mit einer Schicht von Endothelzellen
Boyden-chamber-assayBoyden-Kammer
Zytokin 
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bei 400 g in der Zentrifuge für 10 Min. sedimentiert (mit Bremse). Nach dem letzten 
Waschschritt wurden die Zellen in einer Zelldichte von 1 * 108 PBMC/ml in PBS w/0,1 % 
BSA mit 2 mM EDTA aufgenommen.     
Die anschließende CD14+-Monozytenisolation erfolgte mit dem Monocyte negative isolation 
kit (Dynal, Karlsruhe, Deutschland). Dazu wurden 500µl der Zellsuspension in ein neues 15 
ml Reaktionsgefäß überführt, jeweils 100 µl von der Blockierungslösung und dem Antikörper 
Mix dazu gegeben, kurz geschüttelt und 30 Min. bei 4 oC inkubiert. Zum Waschen der Zellen 
wurden 10 ml PBS w/0,1 % BSA mit 2 mM EDTA dazugegeben und die Zellen bei 300 g in 
der Zentrifuge für 8 Min. sedimentiert. Die Zellen wurden danach in 4,5 ml PBS w/0,1 % 
BSA mit 2 mM EDTA aufgenommen, 500 µl der vorher gewaschenen Dynabeads 
dazugegeben und in einem Rotator auf langsamer Stufe 15 Min. bei 4 oC inkubiert. Danach 
wurden die Dynabeads mit einer 1000 µl Pipette resuspendiert und nach Zugabe von 5 ml 
PBS w/0,1 % BSA mit 2 mM EDTA wurde das 15 ml Reaktionsgefäß in den Magneten 
gestellt. Nach 2 Min. wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt, die 
Dynabeads noch mal mit 5 ml PBS w/0,1 % BSA mit 2 mM EDTA gewaschen und wieder in 
den Magneten gestellt. Nach weiteren 2 Min. wurde auch dieser Überstand abgenommen und 
mit dem ersten vereinigt. In den vereinigten Überständen befinden sich nun die primären 
humanen CD14+-Monozyten. 
 
 
2.16 Apoptose-Analyse 
Nach dem Waschen wurden die Zellen in einer Zelldichte von 1 * 106 Zellen/ml in 1x 
Bindungspuffer aufgenommen. Zur Analyse der Apoptose wurde das Apoptosis Detction KIT 
II (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) verwendet. Dafür wurden 100 µl der 
Zellsuspension in ein FACS-Röhrchen (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) 
überführt, jeweils 5 µl Annexin-V-FITC und 5 µl Propidiumiodid (PI) dazugegeben, kurz 
geschüttelt und 15 Min. bei RT im dunkeln inkubiert. Danach wurden 400 µl 1x Bindepuffer 
dazugegeben und die Proben im FACS gemessen. 
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3 Ergebnisse 
 
 
3.1 Rezeptorexpression von RAW 264.7 Makrophagen und TUR 
Monozyten 
 
 
IL-6 ist ein pleiotropes Zytokin, welches eine Reihe von physiologischen Reaktionen wie 
Zellwachstum, Zelldifferenzierung, Überleben von Zellen und den programmierten Zelltod 
beeinflusst. Es spielt eine wichtige Rolle bei Entzündungen, im Immunsystem und dem 
hämatopoetischen System.   
In einer vorhergehenden Studie konnten wir zeigen, dass IL-6, sowohl die Zellwanderung in 
T-Zellen als auch eine Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit auf diesen Zellen auslöst [23]. 
Bislang waren diese Eigenschaften nur den klassischen Chemokinen und wenigen 
Wachstumsfaktoren zugeschrieben worden. 
Da Monozyten und Makrophagen eine wichtige Rolle bei Entzündungsreaktionen spielen und 
IL-6 ein wichtiger Regulator des Entzündungsgeschehens ist, stellte sich die Frage, ob IL-6 
auch auf Monozyten und Makrophagen zelluläre Antworten auslösen kann, die für die 
Zellwanderung von Bedeutung sind.  
Als Modell wurden zwei verschiedene Zelllinien verwendet. Zum einem die adhärent 
wachsenden Makrophagen-Zellen, RAW 264.7-Zellen, und zum anderen nicht-adhärent 
wachsende monozytäre Zellen, TUR-Zellen.  
Für die Zellwanderung und die damit verbundenen weiteren zellulären Prozesse, die für die 
Zellwanderung wichtig sind, ist das Vorhandensein der signaltransduzierenden Rezeptoren für 
IL-6 und Fibronektin (VLA-4 (very late antigen-4)) auf der Zelloberfläche nötig.  
Es wurde daher die Oberflächenexpression der für die IL-6 Signaltransduktion notwendigen 
Untereinheiten, sowie die α4- wie auch die β1-Integrin Untereinheit des Fibronektinrezeptors 
auf den adhärent wachsenden RAW 264.7 sowie den nicht adhärent wachsenden TUR-Zellen 
mittels FACS Analyse bestimmt. Die verwendeten Antikörper gegen die einzelnen 
Rezeptoren, gehören zu den IgG-Subtypen IgG1 und IgG2a, weshalb die Zellen mit Kontroll-
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IgGs dieser Subtypen inkubiert und im FACS gemessen wurden. Eine Interaktion der 
Kontrollantikörper mit den Zelloberflächen konnte weder bei RAW 264.7 (Abbildung 3.1, 
oben) noch bei TUR-Zellen (Abbildung 3.2, oben) beobachtet werden. Dagegen konnte 
eindeutig eine Oberflächenexpression von gp130, gp80 wie auch der Integrin 
Rezeptoruntereinheiten α4- und  β1-Integrin auf den RAW 264.7-Zellen (Abbildung 3.1) und 
TUR-Zellen (Abbildung 3.2) nachgewiesen werden.  
 
Abbildung 3.1: Oberflächenexpression von Rezeptoren auf RAW 264.7 
Die Expression von Rezeptoren auf der Oberfläche von RAW 264.7-Zellen wurde mittels FACS-Analyse 
nachgewiesen. Die violetten Kurven zeigen die FACS-Analysen von Zellen, die mit IgG Kontrolle und 
Zweitantikörper behandelt wurden. Bei den grünen Kurven sind die Zellen mit dem ersten und zweiten Antikörper 
inkubiert worden.   
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Abbildung 3.2: Oberflächenexpression von Rezeptoren auf TUR-Zellen 
Die Expression von Rezeptoren auf der Oberfläche von TUR-Zellen wurde mittels FACS-Analyse 
nachgewiesen. Die violetten Kurven zeigen die FACS-Analysen von Zellen, die mit IgG Kontrolle und 
Zweitantikörper behandelt wurden. Bei den grünen Kurven sind die Zellen mit dem ersten und zweiten 
Antikörper inkubiert worden.   
 
 
 
3.2 IL-6 induziert die Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit 
auf RAW 264.7 Makrophagen und TUR Monozyten 
 
 
β1-Integrin bildet zusammen mit der α4-Integrin Untereinheit das very large antigen 4 
(VLA4), welches an Fibronektin oder VCAM-1 (vascular cell adhesion molecul-1) bindet. 
Der monoklonale Antikörper 9EG7 erkennt die aktivierte Form der β1-Integrin Untereinheit 
und kann so für die Studien zur Analyse der Zytokin abhängigen β1-Integrin Aktivierung im 
FACS-Gerät genutzt werden [117]. 
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Es sollte hier untersucht werden, ob IL-6 auch die Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit in 
Monozyten bzw. Makrophagen induziert. Für die Analyse, wurden RAW 264.7 und TUR-
Zellen für 2 bzw. 30 Min. mit IL-6, oder als positive Kontrolle mit Mangan inkubiert. 
Anschließend wurde die Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit im FACS gemessen 
(Abbildung 3.3 und Abbildung 3.5) 
 
 
 
Abbildung 3.3: IL-6 abhängige β1-Integrin Aktivierung bei RAW 264.7-Zellen  
RAW 264.7-Makrophagen wurden mit IL-6 (15 ng/ml), für die in der Abbildung angegebenen Zeiten, stimuliert, 
gegen die aktivierte Form der β1-Integrin Untereinheit mit dem 9EG7 Antikörper gefärbt und im FACS 
analysiert. Zur Kontrolle wurden Zellen ohne Stimulus (links oben) bzw. in Anwesenheit von Mn2+ (5 mM) 
(rechts oben) analysiert. Zur Kontrolle, dass die Effekt IL-6 abhängig sind, wurde IL-6 mit einem IL-6 
blockierenden Antikörper 30 Min. vor der Stimulation inkubiert (mitte und unten rechts). Die grüne Kurve im 
Histogramm oben links zeigt die unstimulierten Zellen. Diese Kurve wurde als Referenz in die weiteren 
Histogramme kopiert (violette Kurve). Die violette Kurve im Histogramm oben links zeigt die Eigenfluoreszens 
der Zellen (ohne primären Antikörper). 
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Abbildung 3.3 zeigt eine sehr frühe Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit nach Stimulation 
mit IL-6  bzw. mit Mangan.  
Um zu zeigen, dass IL-6 für die Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit verantwortlich ist, 
wurden die Zellen zusätzlich mit einem blockierten IL-6 stimuliert und anschließend die 
Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit in FACS gemessen. Die Zellen, die mit dem 
blockierten IL-6 behandelt wurden, zeigen keine Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit 
mehr (Abbildung 3.3 rechts). Die Kontrolle zeigt, dass die Aktivierung der β1-Integrin 
Untereinheit nicht durch Kontaminationen in der IL-6 Präparation hervorgerufen wird. 
 
In der IL-6 Signaltransduktion kommt es nach Stimulation mit IL-6 schnell zur 
Phosphorylierung und damit zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3, welche durch 
Verwendung eines phosphospezifischen Antikörpers nachgewiesen werden kann. 
Um die inhibitorische Wirkung des blockierenden Antikörpers zu überprüfen, wurden RAW 
264.7-Zellen mit IL-6 in An- bzw. Abwesenheit des gegen IL-6 gerichteten Antikörpers  
stimuliert. In Zellen, die nur mit IL-6 stimuliert wurden, ist nach 20 Min. eine deutliche 
STAT3-Phosphorylierung nachweisbar. Zellen, die mit dem blockiertem IL-6 stimuliert 
wurden, zeigen nach 5 Min. noch keine und nach 20 Min. nur eine sehr schwache STAT3- 
Phosphorylierung (Abbildung 3.4). Das Ergebnis zeigt, dass der eingesetzte Antikörper 
deutlich die IL-6 Signaltransduktion blockiert. 
 
Abbildung 3.4: Anti-IL-6 blockiert die IL-6 vermittelte STAT3 Aktivierung 
RAW 264.7-Zellen wurden mit IL-6 (15 ng/ml), blockierendem IL-6 Antikörper (2 µg/ml) oder mit blockiertem 
IL-6 (15 ng/ml), welches 30 Min. vor der Stimulation mit blockierendem IL-6 Antikörper (2 µg/ml) behandelt 
wurde, für 5 bzw. 20 Min. stimuliert. Zelllysate wurden hergestellt, die Proteine mittels SDS-Gelelektrophorese 
aufgetrennt und nach einem Westernblot die Membran mit einem spezifischen Phosphotyrosin STAT3-
Antikörper gefärbt. Zur Kontrolle der gleichen Beladung, wurde die Membran gestrippt und mit einem STAT3-
Antikörper gefärbt.  
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Zusätzlich sollte untersucht werden, ob die Stimulation mit IL-6 auch in nicht-adhärent 
wachsenden Zellen zu einer Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit führt. Dazu wurden die 
nicht adhärent wachsenden TUR-Zellen mit IL-6 stimuliert und die Aktivierung der β1-
Integrin Untereinheit im FACS gemessen. Abbildung 3.5 zeigt, dass IL-6 Stimulation auch in 
nicht-adhärent wachsenden Zellen zu einer schnellen Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit 
führt (Abbildung 3.5 unten). 
  
 
 
 
Abbildung 3.5: IL-6 abhängige β1-Integrin Aktivierung in TUR-Zellen  
Die Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit auf TUR-Zellen nach Stimulation mit IL-6 (20 ng/ml) wurden, wie 
in Abbildung 3.3 beschrieben, analysiert.  
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3.3 IL-6 induziert Zelladhäsion von TUR-Zellen auf humanen 
Endothelzellen 
 
 
Durch Aktivierung der Integrine wird die Adhäsion der Zellen an Endothelzellen nachhaltig 
beeinflusst und somit eine Zellwanderung an diesen ermöglicht [118]. Da IL-6 auf 
Monozyten zu einer Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit führt, stellte sich die Frage, ob 
IL-6 auch die Adhäsionseigenschaften von nicht-adhärent wachsenden Zellen auf eine Schicht 
primärer Endothelzellen induziert.  
Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) wurden so ausgesät, dass sie eine 
konfluente Schicht ausbildeten. Um die Expression von Zelladhäsionsmolekülen anzuregen, 
wurden die Zellen mit TNF-α, IFN-γ bzw. IL-1β stimuliert und die Expression der 
Zelladhäsionsmolekülen VCAM-1 und ICAM-1 mittels FACS-Analyse bestimmt. Aus 
Abbildung 3.4 wird deutlich, dass es sowohl nach IFN-γ- als auch IL-1β-Stimulation zu einer 
verstärkten Expression von ICAM-1 (Abbildung 3.6, oben, grüne Kurve) kommt. Das 
Adhäsionsmolekül VCAM-1 wurde in den IFN-γ behandelten Zellen im gleichen Maße wie in 
den Kontrollzellen exprimiert. Nur die Behandlung mit IL-1β führte zu einer verstärkten 
Expression (Abbildung 3.6, unten, grüne Kurve). Die Stimulation mit TNF-α führte weder zu 
einer Verstärkung der Expression von ICAM-1, noch von VCAM-1. Daher wurde in den 
folgenden Experimenten primäre Endothelzellen mit IL-1β vorbehandelt, um die 
Oberflächenexpression der Zelladhäsionsmolekule VCAM-1 und ICAM-1 zu erhöhen. 
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Abbildung 3.6: Oberflächenexpression der extrazellulären Matrixproteine ICAM-1 und 
VCAM-1 
HUVECs wurden mit TNF-α (10 ng/ml), IFN-γ (1000 U/ml) oder IL-1β (100 U/ml) für 24 Std. vorbehandelt, 
um die Oberflächenexpression von Zelladhäsionsmolekülen zu erhöhen. Die Zelloberflächenexpression von 
ICAM-1 und VCAM-1 wurden mittels FACS-Analyse analysiert. Die violetten Kurven in den Histogrammen 
zeigen die Oberflächenexpression von ICAM-1 und VCAM-1 von nicht stimulierten Zellen.  
 
 
Um zu analysieren, ob IL-6 die Adhäsion von nicht-adhärent wachsenden TUR-Zellen auf die 
vorbehandelten HUVECs verstärken kann, wurden TUR-Zellen mit IL-6, SDF-1 oder 
Mangan stimuliert und sofort auf die HUVECs überführt. Wie in Abbildung 3.7 zu erkennen 
ist, sind nach 5 Min. fünfmal so viele Zellen adhärent, verglichen mit den unstimulierten 
TUR-Zellen. Auch die Zellen, die mit SDF-1 stimuliert wurden, zeigen eine ähnlich starke 
Adhärenz. Mangan führt zu neunmal mehr adhärenten Zellen. Zusammenfassend lässt sich 
sagen, dass IL-6 die Fähigkeit von Monozyten erhöht, auf Endothelzellen zu adhärieren. 
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Abbildung 3.7: IL-6 induziert Zelladhäsion 
Der Zelladhäsionsanalyse wurde auf IL-1β-vorbehandelten HUVECs durchgeführt. TUR-Zellen wurden mit  
IL-6 (20 ng/ml), SDF-1 (100 ng/ml) oder Mn2+ (5 mM) als positiv Kontrolle stimuliert und sofort auf die 
HUVECs verteilt. Nach der angegebenen Zeit, wurden die Zellen mit Glutaraldehyd fixiert und nicht adhärierte 
Zellen mittels waschen mit PBS entfernt. Die fixierten Zellen wurden mit Kristallviolett gefärbt, gewaschen und 
die Emission des verbleibenden Farbstoffs bei 570 nm im ELISAreader gemessen. Die Anzahl der TUR-Zellen 
die sich auf die HUVECs abgesetzt hatten wurde mit der Anzahl von HUVECs ohne TUR-Zellen korrigiert. Die 
Kontrolle repräsentiert die Adhäsion nicht stimulierter TUR-Zellen. 
 
 
 
 
3.4 IL-6 Stimulation führt zur Aktin-Polymerisation in RAW 
264.7- und TUR-Zellen  
 
Bei der Zellwanderung wird das Aktin-Zytoskelett am so genannten trailing edge abgebaut, 
während es am so genannten leading edge zur verstärkten Polymerisation vom Aktin kommt. 
Die Zunahme des polymerisierten Aktins kann mittels Fluoreszenz-markiertem Phalloidin im 
FACS gemessen werden. Phalloidin lagert sich nur an fibrilläres Aktin an und stabilisiert 
gleichzeitig die Aktinfibrillen, während globuläres Aktin nicht gebunden wird.  
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Abbildung 3.8: IL-6 abhängige Aktin-Polymerisation in RAW 264.7-Zellen  
RAW 264.7-Zellen wurden mit IL-6 (20 ng/ml) für die in der Abbildung angegebenen Zeiten stimuliert. Danach 
wurden die Zellen mit 1,5 % Formaldehyd fixiert, mit 90 % Methanol permeabilisiert und die mit Phalloidin-
TRITC gefärbt. Die Polymerisation des Aktins wurde mittels FACS-Analyse untersucht. Die grüne Kurve im 
Histogramm oben links zeigt die unstimulierten Zellen. Diese Kurve wurde als Referenz (violette Kurve) in die 
anderen Histogramme kopiert. Die violette Kurve oben links zeigt die Eigenfluoreszenz der Zellen (ohne 
Phalloidin-TRITC). 
 
 
Um zu analysieren, ob IL-6 in der Lage ist, die Neuanordnung des Aktin-Zytoskeletts von 
adhärent wachsenden RAW 264.7-Zellen bzw. nicht-adhärent wachsenden TUR-Zellen zu 
regulieren, wurden sowohl RAW 264.7-Zellen als auch TUR-Zellen für eine kurze Zeit mit 
IL-6 stimuliert. Die Änderung in der Menge des F-Aktins wurde im FACS mittels Phalloidin-
TRITC gemessen. Bei den adhärent wachsenden RAW 264.7-Zellen (Abbildung 3.8) wurde 
schon nach 30 Sek. IL-6 eine Steigerung der F-Aktinmenge durch Aktin-Polymerisation 
beobachtet (grüne Kurve). Diese Erhöhung hält bis zu einer Stimulationszeit von 3 Min. an, 
danach kommt es wieder zu einer Abnahme des F-Aktins (grüne Kurve) bis fast zum 
Erreichen des Ausgangswertes nach 8 Min.  
 
30 Sek.
Ze
llz
a
hl
Phalloidin-TRITC
1 Min. 2 Min.
3 Min. 5 Min. 8 Min.
0 Min.
Ze
llz
a
hl
Ergebnisse   
 
51
 
 
Abbildung 3.9: IL-6 abhängige Aktin-Polymerisation in TUR-Zellen 
Die Analyse der Aktin-Polymerisation in TUR-Zellen wurde wie in Abbildung 3.8 für die RAW 264.7-Zellen 
durchgeführt. 
 
 
In den nicht-adhärent wachsenden TUR-Zellen, kommt es schon nach 30 Sek. Stimulation mit 
IL-6 (20ng/ml) zu einer sehr starken Erhöhung der Aktin-Polymerisation (Abbildung 3.9 
grüne Kurve). Im Unterschied zu den RAW 264.7-Zellen, ist bei den TUR-Zellen jedoch das 
Maximum der Aktin-Polymerisation schon nach 2 Min. zu beobachten. Nach 3 Min. ist der 
Ausgangswert fast wieder erreicht.  
Wegen dieser frühen Wirkung von IL-6 auf TUR-Zellen wurde überprüft, ob IL-6 in den 
TUR-Zellen nach diesen kurzen Stimulationszeiten in der Lage ist, überhaupt schon eine 
Aktivierung des IL-6 Signalweges hervorzurufen. TUR-Zellen wurden somit kurz mit IL-6 
stimuliert und in einer Westernblot-Analyse die Aktivierung von STAT3 und der MAPK-
Kinasen, ERK1/2, untersucht. Es zeigte sich, dass schon nach 30 Sekunden Stimulation eine 
Phosphorylierung von STAT3 zu erkennen ist (Abbildung 3.10), wohin gegen es erst nach 8 
Min. zu einer Phosphorylierung der MAPK-Kinasen kommt.   
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Abbildung 3.10: IL-6 induziert STAT3 Phosphorylierung  
Zur Überprüfung, ob IL-6 schon in den frühen Zeitpunkten zu einer Aktivierung der STAT3 führt, wurden TUR-
Zellen mit IL-6 (20 ng/ml) für die in der Abbildung angegeben Zeiten stimuliert. Zelllysate wurden hergestellt, 
mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und nach einem Westernblot die Membran mit einem 
Phosphotyrosin spezifischen STAT3, bzw. Phosphoserin spezifischen ERK 1/2-Antikörper gefärbt. Zur 
Kontrolle der gleichen Beladung, wurde die Membran gestrippt und mit einem ERK 1/2-Antikörper gegen 
gefärbt.  
 
 
3.5 IL-6 induziert die Fibronektin-abhängige Zellwanderung 
von TUR-Zellen 
 
 
Da IL-6 in der Lage ist, die Fibronektin Rezeptor β1-Integrin Untereinheit zu aktivieren, was 
zu einer erhöhten Zelladhäsion führt und die Aktin-Polymerisation fördert, sollte im 
Folgenden untersucht werden, ob IL-6 auch dazu befähigt ist, die Zellwanderung von nicht- 
adhärent wachsenden TUR-Zellen zu vermitteln. Hierfür wurden Zellwanderungsversuche in 
der Boyden-Kammer durchgeführt. TUR-Zellen wurden in die obere Kammer des Transwells 
gegeben, dessen Membran mit Fibronektin beschichtet war. Nachdem sich die Zellen 
abgesetzt hatten, wurde IL-6 oder als Kontrolle SDF-1 in die untere Kammer gegeben. Nach 4 
Std. wurden die Zellen, die in die untere Kammer der Boyden-Kammer gewandert sind, 
ausgezählt und mit der Zellwanderung unstimulierter Zellen verglichen. Aus Abbildung 3.11 
(rechte Seite) wird ersichtlich, dass die Zellen, die mit IL-6 stimuliert wurden, im Vergleich 
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zu den unstimulierten eine 2,5-fach höhere Zellwanderung zeigen. Die Zellen, die zur 
Kontrolle mit SDF-1 stimuliert wurden, zeigten im Vergleich zu den unstimulierten eine rund 
3-fach erhöhte Wanderungsrate. 
Um herauszufinden, ob die beobachtete IL-6-vermittelte Zellwanderung abhängig von der 
extrazellulären Matrix ist, wurden die Zellwanderungsexperimente nicht nur mit Fibronektin 
beschichteten Transwells, sondern im Vergleich dazu auch mit nicht beschichteten Transwells 
durchgeführt. Es zeigte sich hierbei, dass die SDF-1-induzierte Zellwanderung nicht, wohl 
aber die IL-6-induzierte Zellwanderung vom Vorhandensein der extrazellulärer Matrix 
abhängig ist (Abbildung 3.11 linke Seite im Vergleich zur rechten Seite).  
 
Abbildung 3.11: Fibronektin-abhängige Zellwanderung nach Stimulation mit IL-6 
Die Zellwanderung von TUR-Zellen wurde in einer modifizierten Boyden-Kammer in Abwesenheit oder in 
Anwesenheit von Fibronektin untersucht. Dazu wurde die Membran der Transwells mit Fibronektin (5 µg/cm2) 
beschichtet oder unbehandelt gelassen. IL-6 (20 ng/ml) wurde in die untere Kammer der Boyden-Kammer 
gegeben. Als Kontrolle wurde entweder kein Zytokin oder SDF-1 (100 ng/ml) anstatt IL-6 in die untere Kammer 
gegeben. Die gewanderten Zellen wurden nach 4 Std. ausgezählt. Die Anzahl der gewanderten Zellen wurde auf 
die Anzahl der Zellen, die in Anwesenheit von Fibronektin und IL-6 gewandert sind, normiert.  
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3.6 IL-6-induzierte und  Fibronektin-abhängige chemotaktische 
Zellwanderung von TUR-Zellen 
 
In den nächsten Versuchen sollte untersucht werden, ob es sich bei der IL-6-induzierten 
Zellwanderung um eine gerichtete chemotaktische oder eine nicht-gerichtete chemokinetische 
Zellwanderung handelt. Dazu wurden erneut Zellwanderungsversuche mit TUR-Zellen in 
Fibronektin beschichteten Boyden-Kammern durchgeführt, jedoch wurde das Zytokin nicht 
nur in die untere Kammer gegeben, sondern auch zum Ausgleich des IL-6 Gradienten, in die 
obere Kammer. Im Vergleich mit den unstimulierten Zellen erkennt man, dass Stimulation 
mit IL-6 zu einer 2,5-fach erhöhten Zellwanderung in die untere Kammer führt (Abbildung 
3.12). Mit steigender Konzentration von IL-6 in der oberen Kammer, nimmt die Anzahl der 
Zellen, die in die untere Kammer wandern, ab (Abbildung 3.12). Der vollständige Ausgleich 
des Gradienten, als auch die Gabe von IL-6 nur in die obere Kammer führt zu keiner erhöhten 
Zellwanderung (Abbildung 3.12 rechts).  
Zusammenfassend lässt sich daraus schließen, dass die IL-6-vermittelte Zellwanderung 
chemotaktisch und Fibronektin-abhängig ist. 
 
Abbildung 3.12: IL-6 induziert chemotaktische Zellwanderung 
Um zwischen Chemokinese und Chemotaxis unterscheiden zu können, wurde der IL-6 Gradient, zwischen der 
unteren und der oberen Kammer durch Zugabe von IL-6 in die obere Kammer ausgeglichen. Es wurden TUR-
Zellen in die obere Kammer des Transwells gegeben. Nachdem sich die Zellen auf die mit Fibronektin 
beschichtete Membran des Transwells abgesetzt hatten, wurde IL-6 (20 ng/ml) nicht nur in die untere Kammer 
sondern auch, um den Gradienten auszugleichen, in die obere Kammer gegeben. Die Zellwanderungs-Analyse 
von TUR-Zellen wurde unter denselben Bedingungen wie in Abbildung 3.11 beschrieben, durchgeführt. 
0
20
40
60
80
100
120
0 0 5 10 20 20
0 20 20 20 20 0
re
l. 
Ze
llw
a
n
de
ru
n
g
untere
obere
ng/ml IL-6
Ergebnisse   
 
55
3.7 IL-6 induziert die Zellwanderung durch eine Schicht von 
Endothelzellen 
 
 
Ein wichtiger Schritt in Entzündungsprozessen ist das Einwandern von Immunzellen in 
Richtung des Entzündungsherds. Bei diesem Schritt müssen die Zellen die Blutbahn 
verlassen, indem sie die Schicht aus Endothelzellen durchwandern. Wir haben in Abbildung 
3.11 zeigen können, dass IL-6 in der Lage, ist die Wanderung von monozytären Zellen zu 
initiieren. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob IL-6 auch in der Lage ist, die 
Zellwanderung von TUR-Zellen durch eine Schicht von Endothelzellen zu induzieren. Hierfür 
wurden HUVECs in einer konfluenten Schicht auf die nicht beschichtete Membran des 
Transwells ausgesät und mit IL-1β präinkubiert. Auf die vorbehandelten HUVECs wurden 
schließlich TUR-Zellen gegeben. Nachdem sich die TUR-Zellen abgesetzt hatten, wurde IL-6 
in die untere Kammer der Boyden-Kammer gegeben, um die Zellwanderung durch die 
Endothelschicht zu induzieren. 4 Std. später wurden die Zellen, die in die untere Kammer der 
Abbildung 3.13: IL-6 abhängige Zellwanderung durch eine Schicht von HUVECs  
Die Zellwanderung durch eine Schicht von humanen makrovaskulären Endothelzellen (HUVEC) wurde wie bei der 
Fibronektin-abhängigen Zellwanderung (Abbildung 3.11) analysiert. Jedoch wurde hier Fibronektin durch eine Schicht 
von mit IL-1β stimulierten HUVECs ersetzt. Auf die mit IL-1β für 24 Std. vorbehandelten HUVECs wurden die TUR-
Zellen verteilt. Nachdem diese sich abgesetzt hatten, wurde IL-6 (20 ng/ml) in die untere Kammer gegeben. Die 
Wanderung der TUR-Zellen, die nicht mit IL-6 (20 ng/ml) stimuliert wurden, wurde mit der von unstimulierten Zellen 
verglichen. 
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Boyden-Kammer gewandert sind, ausgezählt. Abbildung 3.13 zeigt, dass die TUR-Zellen, die 
mit IL-6 stimuliert wurden, wesentlich häufiger durch die Endothelzellen in die untere 
Kammer gewandert sind, als die nicht stimulierten TUR-Zellen.  
Bei den HUVECs handelt es sich um makrovaskuläre Endothelzellen, die also nur in großen 
Blutgefäßen vorkommen. Zur Überprüfung, ob IL-6 auch die Zellwanderung von TUR-Zellen 
durch eine Schicht von mikrovaskulären Endothelzellen, sowie sie in kleinen Blutgefäßen 
vorkommen, induziert, wurde HMEC-1 (mikrovaskuläre Endothelzellen) für die Boyden-
Kammer Versuche verwendet. HMEC-1 Zellen wurden in einer konfluenten Schicht auf die 
nicht beschichtete Membran des Transwells ausplattiert. Auf die HMEC-1 wurden schließlich 
TUR-Zellen verteilt. Nachdem diese sich abgesetzt hatten, wurde IL-6 in die untere Kammer 
der Boyden-Kammer gegeben. Nach 4 Std. wurden die Zellen, die in die untere Kammer der 
Boyden-Kammer gewandert sind, ausgezählt. Abbildung 3.14 zeigt, dass TUR-Zellen auch in 
der Lage sind, durch die Schicht mikrovaskulärer Endothelzellen zu wandern. 
 
Abbildung 3.14: IL-6 abhängige Zellwanderung durch eine Schicht von HMEC-1 Zellen  
Die Zellwanderung durch eine Schicht von humanen mikrovaskulären Endothelzellen (HMEC-1) wurde wie bei 
der Fibronektin-abhängigen Zellwanderung (Abbildung 3.11) analysiert. Jedoch wurde hier Fibronektin durch 
eine Schicht von HMEC-1 Zellen ersetzt.  
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3.8 IL-6 induziert chemotaktische Zellwanderung durch eine 
Schicht von Endothelzellen 
 
Im Versuchsteil 3.6 konnte gezeigt werden, dass es sich bei der IL-6-induzierten, Fibronektin- 
abhängigen Zellwanderung, um eine chemotaktische Zellwanderung handelt. Weiterhin 
konnte gezeigt werden, dass IL-6 auch in der Lage ist, die Zellwanderung durch eine Schicht 
von makrovaskulären und auch von mikrovaskulären Endothelzellen zu induzieren. Daraus 
ergab sich die Frage, ob es sich hier auch um eine chemotaktische oder um eine 
chemokinetische Zellwanderung handelt. In Analogie zu der im Versuchsteil 3.6 
beschriebenen Studie wurde ein Zellwanderungsversuch durchgeführt, bei dem die 
chemotaktische Zellwanderung durch die konfluente Schicht makrovaskulärer Endothelzellen 
(HUVEC) analysiert werden sollte. Auf die mit IL-1β vorbehandelten HUVECs wurden 
TUR-Zellen verteilt. Nachdem sich die TUR-Zellen abgesetzt hatten, wurde das IL-6 
entweder nur in die untere Kammer der Boyden-Kammer gegeben, oder in unterschiedlichen 
Konzentrationen in die obere Kammer, um den IL-6 Gradient zwischen beiden Kammern 
auszugleichen. Die in Abbildung 3.15 gezeigten Ergebnisse lassen erkennen, dass die 
Stimulation mit IL-6 zu einer Erhöhung der Zellwanderung führt. Auch in diesem Experiment 
zeigt sich, dass die Zellwanderung der TUR-Zellen durch eine Schicht makrovaskulärer 
Endothelzellen von einen IL-6 Gradienten abhängt.   
Abbildung 3.15: IL-6 induziert chemotaktische Zellwanderung durch eine Schicht von HUVECs 
Um zwischen Chemokinese und Chemotaxis unterscheiden zu können, wurde in Analogie zum Versuch in 
Abbildung 3.12, bei den mit HUVECs beschichteten Transwells der IL-6 Gradient, zwischen der unteren und der 
oberen Kammer, durch Zugabe von IL-6 in die obere Kammer ausgeglichen. Dazu wurden TUR-Zellen auf die 
mit IL-1β vorbehandelten HUVECs gegeben und IL-6 (20 ng/ml) nicht nur in die untere Kammer sondern auch, 
um den Gradienten auszugleichen, in die obere Kammer gegeben. Die Zellwanderungs-Analyse von TUR-Zellen 
wurde unter denselben Bedingungen, wie in Abbildung 3.11 beschrieben, durchgeführt. 
  Ergebnisse 
 
58 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass IL-6 die Zellwanderung monozytärer Zellen durch 
eine Schicht von makrovaskulären Endothelzellen induziert und dass diese Zellwanderung 
eine chemotaktische Zellwanderung ist. 
 
 
3.9 Stimulation mit IL-6 induziert chemotaktische Aktivität von 
primären humanen CD14+-Monozyten  
 
Um die Bedeutung von IL-6 als chemotakisch wirksames Zytokin auch für primäre humane 
Monozyten zu prüfen, wurden CD14+-Monozyten von gesunden Probanten isoliert. Die 
Reinheit der Isolation wurde mittels FACS Analyse bestimmt (Abbildung 3.16).  Die FACS- 
Analyse zeigt, dass im Vergleich zur Kontrolle (lila Kurve) 93 % der isolierten humanen 
Leukozyten CD14+ (grüne Kurve) sind.  
 
 
Abbildung 3.16: Isolationskontrolle von CD14+-Monozyten 
Für die Isolation von CD14+-Monozyten wurde Vollblut mittels eines Ficoll-Gradienten aufgetrennt und die 
mononukleären Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC) abgenommen. Um aus diesen PBMCs die CD14+- 
Monozyten zu isolieren, wurde ein Negtive Monocyte Isolation Kit verwendet. Bei diesem Kit werden alle 
Zellen, die nicht CD14+ sind, zurückgehalten. Mittel FACS-Analyse wurde die Reinheit der Isolation bestimmt.  
93 % der isolierten Leukozyten sind CD14+.   
 
 
Zur Überprüfung, ob IL-6 auch bei den humanen CD14+-Monozyten in der Lage ist, eine 
Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit hervorzurufen, wurden die Zellen für 2 Min. bzw. 30 
Min. mit IL-6 stimuliert. Als positiv Kontrolle wurden die Zellen mit Mn2+ stimuliert. Die 
Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit wurde dann mittels eines spezifischen Antikörpers, 
der nur die aktivierte Form der β1-Integrin Untereinheit erkennt, im FACS gemessen. Die 
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Stimulation mit IL-6 für 2 Min. als auch 30 Min. führte zu einer weiteren Aktivierung der β1-
Integrin Untereinheit (Abbildung 3.17 unten). 
 
Abbildung 3.17: IL-6-induziert die β1-Integrin Aktivierung auf primären humanen CD14+-
Monozyten  
Primäre humane CD14+-Monozyten wurden mit IL-6 (20 ng/ml) für die in der Abbildung angegebenen Zeiten 
stimuliert. Die aktivierte Form der β1-Integrin Untereinheit mit dem 9EG7 Antikörper gefärbt und im FACS 
analysiert. Zur Kontrolle wurden Zellen ohne Stimulus (links oben) bzw. in Anwesenheit von Mn2+ (5 mM) 
(rechts oben) analysiert. Die grüne Kurve im Histogramm oben links zeigt die Aktivierung der β1-Integrin 
Untereinheit auf unstimulierten Zellen. Diese Kurve wurde als Referenz (violette Kurve) in die weiteren 
Histogramme kopiert. Die violette Kurve im Histogramm oben links zeigt die Eigenfluoreszens der Zellen (ohne 
Primär-Antikörper).  
 
 
Ähnliche Ergebnisse wurden schon für die adhärent wachsenden Makrophagen-Zellen, RAW 
264.7-Zellen (Abbildung 3.3), sowie für nicht-adhärent wachsende monozytäre Zellen, TUR-
Zellen (Abbildung 3.5), gezeigt.  
Weiter wurde untersucht, ob IL-6, wie oben in Abbildung 3.8 und 3.9 gezeigt, auch in den 
primären humanen CD14+-Zellen zur Polymerisation des Aktins führt. Abbildung 3.17 oben 
stellt mit Hilfe des Nachweises der Bindung von Phalloidin-TRITC an F-Aktin die Menge an 
F-Aktin dar, welches in der nicht stimulierten Zelle vorliegt (grüne Kurve). Nach Stimulation 
mit IL-6 erkennt man schon nach 30 Sekunden einen Anstieg des F-Aktins (grüne Kurve) 
verglichen mit den nicht stimulierten Zellen (lila Kurve) (Abbildung 3.17). Das Maximum der 
β1-Integrin Aktivierung
Kontrolle Mn2+
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Aktin-Polymerisation ist nach 1 Min. und der Ausgangswert wieder nach 2 Min. erreicht 
(Abbildung 3.17).   
 
 
Abbildung 3.18: Aktin-Polymerisation in primären humanen CD14+-Monozyten 
Primäre humane CD14+-Monozyten wurden mit IL-6 (20 ng/ml) für die in der Abbildung angegebenen Zeiten 
stimuliert und die Aktin-Polymerisation mit Phalloidin-TRITC mittels FACS-Analyse untersucht. Die grüne 
Kurve im Histogramm oben links zeigt die unstimulierten Zellen. Diese Kurve wurde als Referenz (violette 
Kurve) in die anderen Histogramme kopiert. Die violette Kurve oben links zeigt die Eigenfluoreszenz der Zellen 
(ohne Phalloidin-TRITC)  
 
 
Wie in Abbildung 3.11 und 3.13 gezeigt, induziert IL-6 in den verwendeten TUR-Zellen 
sowohl die Fibronektin-abhängige Zellwanderung als auch die Zellwanderung durch eine 
Schicht von mikro- und makrovaskulären Endothelzellen. Im Folgenden wurde analysiert, ob 
IL-6 fähig ist, die Zellwanderung von primären CD14+-Zellen zu induzieren. Dazu wurden 
CD14+-Monozyten in mit Fibronektin beschichtete Transwells verteilt. Nachdem sich die 
Zellen abgesetzt hatten, wurde IL-6 in die untere Kammer der Boyden-Kammer gegeben 
(Abbildung 3.18 links und Mitte). Die Zellen die nach 4 Std. in die untere Kammer gewandert 
sind, wurden ausgezählt. Beim Vergleich der IL-6-stimulierten Zellen zu den nicht 
stimulierten Zellen, wird deutlich, dass nach Stimulation mehr Zellen gewandert waren. Um 
unterscheiden zu können, ob es sich bei der Zellwanderung um eine chemotaktische oder 
chemokinetische Wanderung handelt, wurde IL-6 sowohl in die untere als auch in die obere 
Kammer gegeben (Abbildung 3.18 rechts). Hierbei kommt es zu keinem Anstieg der 
Zellwanderung im Vergleich zur spontanen Zellwanderung. Somit kann auch für primäre 
Monozyten von einer chemotaktischen IL-6-induzierten Zellwanderung ausgegangen werden.   
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Abbildung 3.19: Zellwanderung von primären humanen CD14+-Monozyten 
Die Zellwanderungseigenschaften von primären humanen CD14+-Monozyten wurden nach Stimulation mit IL-6 
untersucht. Dazu wurden die Transwells mit Fibronektin (5 µg/cm2) beschichtet und IL-6 (20 ng/ml) in die 
untere Kammer der Boyden-Kammer gegeben. Um zwischen Chemokinese und Chemotaxis unterscheiden zu 
können, wurde IL-6 (20 ng/ml) sowohl in die untere als auch in die obere Kammer der Boyden-Kammer 
gegeben. Die gewanderten Zellen wurden nach 4 Std. ausgezählt. 
 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass IL-6 auch in primären humanen CD14+-Monozyten 
zur Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit, zur Aktin-Polymerisation und zu einer IL-6- 
induzierten chemotaktischen Zellwanderung führt.  
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3.10 Galiellalacton inhibiert die IL-6-induzierte Zellwanderung 
 
In einer kürzlich aus unserem Labor veröffentlichten Studie, konnten wir zeigen, dass eine 
Mutation der SHP2-Bindestelle im gp130 zu einem Verlust der Aktivierung der SHP2 und der 
MAPK und dadurch bedingt zu einem Verlust der IL-6-induzierten Zellwanderung führt. 
Mutationen in den STAT-Bindungsmotiven des gp130 führten zu keiner Beeinträchtigung der 
IL-6-induzierten Zellwanderung [23].  
Um definitiv ausschließen zu können, dass STAT3 bei der IL-6-vermittelten Zellwanderung 
keine Rolle spielt, wurde der STAT3-Inhibitor Galiellalacton genutzt. Dieser Inhibitor 
blockiert laut Literaturdaten nicht die Phosphorylierung von STAT3 bzw. STAT1, aber die 
STAT3 Bindung an die DNA. 
Zur Überprüfung, ob STAT3 wichtig für die IL-6-induzierte Zellwanderung ist, wurden 
Zellwanderungsversuche durchgeführt, bei dem die TUR-Zellen 1 Std. vor dem Versuch mit 
Galiellalacton behandelt wurden. Danach wurden die TUR-Zellen gewaschen, in RPMI 
Medium ohne FKS entweder mit Ethanol oder mit Galiellalacton, aufgenommen und auf die 
mit Fibronektin beschichtete Membran des Transwells verteilt. Nachdem sich die Zellen 
gesetzt hatten, wurde IL-6 in die untere Kammer der Boyden-Kammer gegeben. 4 Std. später 
wurden die Zellen, die in die untere Kammer gewandert sind, ausgezählt. Die mit IL-6 
stimulierten Zellen die nur mit dem Lösungsmittel behandelt wurden, zeigten im Vergleich zu 
den unstimulierten Zellen eine verstärkte Zellwanderung. Die Behandlung mit Galiellalacton 
verhindert die Zellwanderung (Abbildung 3.20). 
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Abbildung 3.20: Galiellalacton inhibiert die IL-6-vermittelte Zellwanderung 
Zur Überprüfung, ob eine STAT3 Inhibition die IL-6-vermittelte Zellwanderung beeinflusst, wurden TUR-
Zellen 1 Std. vor der Zellwanderungs-Analyse mit Galiellalacton (250 ng/ml) behandelt. Die TUR-Zellen 
wurden danach gewaschen, in RPMI Medium ohne FKS mit entweder Ethanol oder 250 ng/ml Galiellalacton, 
aufgenommen und auf die mit Fibronektin beschichtete Membran des Transwells verteilt. IL-6 (20 ng/ml) wurde 
in die untere Kammer der Boyden-Kammer gegeben. Die gewanderten Zellen wurden nach 4 Std. ausgezählt. 
Während der Zellwanderungs-Analyse war sowohl der STAT3-Inhibitor Galiellalacton als auch Ethanol zur 
Kontrolle im Zellkulturmedium. 
 
 
Die Ergebnisse der Zellwanderungsanalyse in Gegenwart von Galiellalacton warfen nun die 
Frage auf, ob die Behandlung der TUR-Zellen mit Galiellalacton den programmierten Zelltod 
in den Zellen auslöst. Die ersten Anzeichen, dass eine Zelle in den programmierten Zelltod 
(Apoptose) geht ist, dass man Phosphatidylserin auf der Außenseite der Zellmembran 
nachweisen kann. Phosphatidylserin findet sich normalerweise auf der Innenseite der 
Zellmembran einer lebenden Zelle. An Phosphatidylserin bindet das Protein Annexin-V. Um 
zwischen Zellen, die sich in der Endphase der Apoptose, und apoptotischen Zellen 
unterscheiden zu können, kombiniert man die Annexin-V Färbung mit einer Propidiumiodid 
(PI) Färbung. Propidiumiodid (PI) dringt nur in Zellen mit durchlässiger Membran ein, also in 
Zellen, die in der Endphase der Apoptose sind. Lebende Zellen sind daher Annexin-V und PI-
negativ, apoptotische Zellen sind Annexin-V-positiv und PI-negativ und Zellen, die sich in 
der Endphase befinden, sind sowohl Annexin-V als auch PI-positiv.  
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Zur Analyse einer möglichen Apoptoseinduktion durch Galiellalacton wurden TUR-Zellen 
eine Stunde mit Ethanol oder 250 ng/ml Galiellalacton vorbehandelt und dann für weitere 4 
Std. mit IL-6 stimuliert. Die Zellen wurden dann mit Annexin-V-FITC und PI gefärbt und 
mittels FACS-Analyse die Apoptoserate bestimmt. Als Kontrolle für Zellen, die sich in der 
Endphase der Apoptose befinden, wurden TUR-Zellen für 30 Sek. mit UV Licht bestrahlt. 
 
Abbildung 3.21: Galiellalacton führt nicht zur Induktion von Apoptose 
TUR-Zellen wurden mit 250 ng/ml Galiellalacton oder Ethanol für 1 Std. behandelt. Danach wurden die Zellen 
mit IL-6 (20 ng/ml) für weitere 4 Std. stimuliert. Für die positiv Kontrolle wurden TUR-Zellen für 30 Sek. 
unter eine UV-Lampe gestellt. Die TUR-Zellen wurden dann für die Apoptose-Analyse mit Annexin-V-FITC 
und Propidiumiodid gefärbt und mittels FACS analysiert.   
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Man erkennt in den bestrahlten Zellen nach der Annexin-V-FITC und PI-Färbung einen 
Anteil von 45 % der Zellen in der frühen Apoptose und 35 % der Zellen in der Spätphase der 
Apoptose (Abbildung 3.21). Die Behandlung der TUR-Zellen mit Galiellalacton führte 
dagegen zu keiner Induktion der Apoptose. Die alleinige Stimulation mit IL-6 für 4 Std. 
führte ebenfalls zu keiner Apoptose (Abbildung 3.21). Zusammenfassend kann man daraus 
schließen, dass die Behandlung mit Galiellalacton nicht zur Apoptose führt. 
Weidler et al. konnten zeigen, dass schon 16 ng/ml Galiellalacton ausreichen, um die DNA-
Bindung von STAT3 in HepG2 Zellen zu inhibieren [112]. Es sollte daher im nächsten Schritt 
untersucht werden, ob in den nicht adhärent wachsenden TUR-Zellen, die Behandlung mit 
Galiellalacton die DNA-Bindung von STAT3 verhindert. Zu diesem Zweck wurden TUR-
Zellen 1 Std. vor der Stimulation mit 250 ng/ml Galiellalacton bzw. Ethanol behandelt, dann 
mit IL-6 stimuliert, Kernextrakte hergestellt und anschließend eine DNA-Bindungsanalyse 
(EMSA) durchgeführt.  
Der EMSA zeigt keinen Unterschied in der DNA-Bindungsaktivität der STAT3 Homodimere 
als auch der STAT1/STAT3 Heterodimere nach IL-6 Stimulation und Behandlung mit 
Galiellalacton. Somit führt die Behandlung mit Galiellalacton nicht zur Verhinderung der 
DNA-Bindungsaktivität von STAT3 (Abbildung 3.22). 
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Abbildung 3.22: Galiellalacton inhibiert nicht die DNA-Bindeaktivität von STAT3  
TUR-Zellen wurden für 1 Std. mit Galiellalacton (250 ng/ml) oder Ethanol behandelt und danach für 20 Min. 
mit IL-6 (20 ng/ml) stimuliert. Nach der Stimulation wurden aus den Zellen Kernextrakte gewonnen und mit 
einer radioaktiven m67SIE-Sonde die STAT3-Bindungsaktivität der nukleären Extrakte im EMSA analysiert. 
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3.11 Focal Adhesion Kinase bindet an den gp130-Rezeptor 
 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass IL-6 eine erhöhte Zelladhäsion und 
Zellwanderung vermittelt. Um die hierfür zugrunde liegenden Mechanismen genauer 
aufzuklären, wurde die Rolle der focal adhesion kinase (FAK) in der IL-6-vermittelten 
Zellwanderung näher untersucht.  
Sieg et al. konnten zeigen, dass im Falle der PDGF- und EGF-vermittelten Zellwanderung 
FAK eine wichtige Rezeptor-proximale Verbindung zwischen den Wachstumsfaktor-
Rezeptoren und Integrin darstellt [119]. Des Weiteren haben Chen et al. für den Hepatozyten 
Wachstumsfaktor Rezeptor c-Met eine direkte Bindung von FAK an ein Doppeltyrosin-Motiv 
beschrieben [98].  
Es stellt sich daher die Frage, ob FAK auch an gp130 bindet. Es sollte untersucht werden, ob 
in HEK293T-Zellen überexprimierte HA getaggte FAK mit Peptiden, die der Proteinsequenz 
des zytoplasmatischen Teils des gp130 entsprechen, interagiert. Zelllysate von HEK293T- 
Zellen, die mit cDNA für HA getaggter FAK transfiziert worden waren, wurden mit 
biotinylierten Phosphotyrosin-Peptiden inkubiert. Die Peptide entsprachen der Sequenz der 
unmittelbaren Umgebung der Phosphotyrosin-Motive im gp130 ((Y(p)683), (Y(p)759), 
(Y(p)767), (Y(p)814), (Y(p)905), (Y(p)915)). Zur Kontrolle wurden die nicht 
phosphorylierten Peptide ((Y759) und (Y767)) eingesetzt. Die Präzipitate wurden mittels 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und nach Westernblot αFAK und αHA 
detektiert. In diesem Experiment konnte die Bindung von FAK an das phosphorylierte Y814-
Peptid (Y(p)814) aus gp130 nachgewiesen werden (Abbildung 3.23 Spur 5). Als positive 
Kontrolle der Peptidpräzipitation wurde der untere Teil der Membran mit einem SHP2 
Antikörper gefärbt. Wie man in Abbildung 3.23 Spur 3 erkennt, bindet SHP2 an das 
phosphorylierte Y759-Peptid und bestätigt somit die Effizienz der Peptidpräzipitation.     
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Abbildung 3.23: Fokal Adhesion Kinase bindet spezifisch an das Tyr814 im gp130  
HEK293T-Zellen wurden mit 2 µg FAK cDNA mit Hilfe von FuGene6 transfiziert. 48 Std. nach der 
Transfektion wurden die Zellen mit RIPA-Lysispuffer lysiert und mit den biotinylierten Peptiden (Y(p)683, 
Y(p)759, Y(p)767, Y(p)814, Y(p)905, Y(p)915, Y759, Y767) (Spuren 2-9) inkubiert. Die Präzipitation erfolgte 
mit NeutraAvidin-gekoppelter Agarose. Die Präzipitate wurden in einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
aufgetrennt. Mittels Westernblot wurde SHP2 und FAK nachgewiesen. In Spur 10 wurde Zelllysat ohne Peptid, 
aber mit NeutrAvidin aufgetragen. In Spur 1 ist Marker und in Spur 11 Zelllysat aufgetragen worden. 
 
 
Aus dem Ergebnis dieser Peptidpräzipitation ergibt sich die Frage, ob die Bindung der FAK 
abhängig von der Phosphorylierung des Tyrosinrests 814 im gp130 ist, oder ob auch das nicht 
phosphorylierte Peptid gebunden wird. Zur Klärung dieser Frage wurden wieder HET 293 T 
Zellen mit cDNA für HA getaggter FAK transfiziert und Zelllysate hergestellt. Für die 
anschließende Peptidpräzipitation wurde sowohl das phosphorylierte (Y(p)814) als auch das 
nicht phosphorylierte Y814-Peptid (Y814) und zur Kontrolle das phosphorylierte Y759-
Peptid (Y(p)759) vom gp130 eingesetzt. Nach anschließender Auftrennung der Präzipitate  in 
einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Detektion im Westernblot mit αFAK, 
erkennt man, dass FAK spezifisch an das phosphorylierte Y814-Peptid bindet (Abbildung 
3.24).    
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Abbildung 3.24: Die Bindung von Fokal Adhesion Kinase an gp130 ist abhängig vom  
phosphorylierten Tyrosin 814 im gp130 
HEK293T-Zellen wurden jeweils mit 2 µg FAK cDNA mit Hilfe von FuGene6 transfiziert. 48 Std. nach der 
Transfektion wurden die Zellen mit RIPA-Lysispuffer lysiert und mit den biotinylierten Peptiden (Y(p)759, 
Y(p)814, Y814) (Spuren 2-5) inkubiert. Die Präzipitation erfolgte mit NeutraAvidin-gekoppelter Agarose. Die 
Präzipitate wurden in einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Mittels Westernblots wurde 
FAK nachgewiesen. In Spur 5 wurde Zelllysat ohne Peptid aber mit NeutrAvidin aufgetragen. In Spur 1 ist 
Marker und in Spur 6 Zelllysat aufgetragen worden. 
 
 
 
Zur Eingrenzung möglicher Domänen der FAK, die an den gp130 binden, wurden HEK293T-
Zellen mit cDNA der N-terminal verkürzten Form von FAK, der FRNK (FAK related non 
kinase), transfiziert und Zelllysate hergestellt. Die anschließende Peptidpräzipitation erfolgte 
mit dem phosphorylierten (Y(p)814) wie auch dem nicht phosphorylierte Y814-Peptid 
(Y814). Zur Kontrolle wurde das phosphorylierte Y759-Peptid (Y(p)759) vom gp130 
eingesetzt. Man erkennt, dass mit keinem der Peptide die FRNK präzipitiert werden kann 
(Abbildung 3.25). Das Ergebnis zeigt somit die Wichtigkeit des N-Terminus von FAK für die 
Bindung an das phosphorylierte Y814-Peptid auf. Weitere Untersuchungen sind notwendig, 
um genau sagen zu können, ob für die Bindung an gp130 die FERM- oder die Kinase-
Domäne wichtig sind.    
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Abbildung 3.25: N-Terminal verkürzte FAK bindet nicht an das Phosphotyrosin 814 
HEK293T-Zellen wurden jeweils mit 2 µg FRNK cDNA mit Hilfe von FuGene6 transfiziert. 48 Std. nach der 
Transfektion wurden die Zellen mit RIPA-Lysispuffer lysiert und mit den biotinylierten Peptiden (Y(p)759, 
Y(p)814, Y814) (Spuren 2-5) inkubiert. Die Präzipitation erfolgte mit NeutraAvidin-gekoppelter Agarose. Die 
Präzipitate wurden in einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Mittels Westernblots wurde 
FAK nachgewiesen. In Spur 5 wurde Zelllysat ohne Peptid aber mit NeutrAvidin aufgetragen. In Spur 1 ist 
Marker und in Spur 6 Zelllysat aufgetragen worden. 
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4 Diskussion 
 
Der Einfluss von IL-6 auf die Zellwanderung von Leukozyten wurde in IL-6 KO Mäusen 
gezeigt, in denen die Rekrutierung von Leukozyten an die Stelle der Entzündung 
beeinträchtigt ist. Daraufhin untersuchte man die Fähigkeit von IL-6 die Zellwanderung zu 
induzieren. Man hat heraus gefunden, dass IL-6 sowohl die Expression als auch die Sekretion 
der klassischen Chemokine MCP-1 und IL-8 [69, 120] induziert und es sich somit bei der  
IL-6-vermittelten Zellwanderung, um einen indirekten Effekt handelt.  
Weiterhin haben Badache et al. herausgefunden, dass IL-6 zusammen mit dem EGF-Rezeptor 
durch einen autokrinen Mechanismus die Zellwanderung von Brustkarzinomzellen induziert 
[68].  
In einer vor kurzem von uns veröffentlichten Studie konnten wir zeigen, dass IL-6 auch in der 
Lage ist, direkt die Zellwanderung von T-Zellen zu vermitteln [23]. Es gibt noch keine 
detaillierten Studien über die IL-6-induzierten zellulären Änderungen, die die chemotaktische 
Aktivität von IL-6 erklärt.  
 
Diese Studie fokussierte auf die biologischen Aktivitäten, die für die Zellwanderung von 
Monozyten nach Stimulation mit IL-6 wichtig sind. Der erste stimulationsabhängige Schritt 
der Leukozyten-Rekrutierung ist die Aktivierung der Integrine. Sie kann durch 
unterschiedliche Stimuli hervorgerufen werden und mittels eines spezifischen Antikörpers im 
FACS analysiert werden. Eine Aktivierung der Integrine können zum einen die klassischen 
Chemokine mittels inside-out Signaltransduktion hervorrufen. Des Weiteren können auch 
Mn2+ oder reduzierende Agenzien, wie z.B. DTT diese Aufgabe erfüllen [121]. Hier wurde 
gezeigt, dass neben der Stimulation mit Mn2+ auch die Stimulation mit IL-6 sowohl von 
adhärent wachsenden RAW 264.7-Zellen als auch von nicht-adhärent wachsenden TUR-
Zellen, zu einer Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit führt, (Vergleich violette mit grüner 
Kurve, Abbildung 3.3 und 3.5).  
Sowohl bei TUR als auch bei RAW 264.7-Zellen erkennt man eine Aktivierung der β1-
Integrin Untereinheit bereits nach 2 Min. IL-6-Stimulation, die nach 30 Min. noch 
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nachzuweisen ist. Die Aktivierung ist in RAW 264.7-Zellen wesentlich stärker ist, als in 
TUR-Zellen.  
Da es sich bei den TUR-Zellen um monozytäre Zellen und bei den RAW 264.7-Zellen um 
eine Makrophagen handelt, wurde untersucht, ob die Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit 
durch IL-6 Stimulation auch in frisch isolierten primären humanen CD14+-Monozyten 
nachzuweisen ist (Abbildung 3.17). Auch für diese Zellen zeigte sich, dass die Stimulation 
mit IL-6 zu einer schnellen, wenn auch schwachen Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit 
führt. Wie für die TUR- und die RAW 264.7-Zellen ist auch in diesen Zellen die Aktivierung 
der β1-Integrin Untereinheit noch nach 30 Min. nachweisbar. 
In einer früheren Studie aus unserem Labor konnte gezeigt werden, dass auch die IL-6 
Stimulation einer T-Zelllinie (Karpas 299 Zellen) zu einer Aktivierung der β1-Integrin 
Untereinheit führt [23]. Die Aktivierung war jedoch erst nach 30 Min. Stimulation zu 
erkennen.  
 
Der nächste wichtige Schritt in der Leukozytenrekrutierung ist die stimulationsabhängige 
Adhäsion. Dabei binden die Leukozyten an die ECM-Proteine ICAM-1 (intercellular 
adhesion molecule-1) und VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1). Die Stimulation mit 
proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-1β oder TNF-α [122], aber auch IFN-γ führen zu 
einer verstärkten Expression der ECM-Proteine ICAM-1 und VCAM-1. Der wichtigste 
Ligand von ICAM-1 ist LFA-1 (lymphocyte function associated antigen-1), wohingegen der 
Ligand von VCAM-1 das VLA-4 (very late antigen 4) ist. Auch Fibronektin ist Ligand für 
VLA-4. 
Untersuchungen zur IL-6-vermittelten Adhäsion nicht adhärent wachsender TUR-Zellen auf 
eine Schicht IL-1β aktivierter humaner makrovaskulärer Endothelzellen zeigen eine durch IL-
6 verstärkte Zelladhäsion. Eine ähnliche Aktivität konnte auch für SDF-1 bestätigt werden 
[123]. Ashida et al. haben beschrieben, dass auch das Chemokin MCP-1 zu einer erhöhten 
Adhäsion führt [124], wobei sie herausgefunden haben, dass für die Erhöhung der Adhäsion 
die Aktivierung von ERK wichtig ist. Da die Stimulation mit IL-6 zu einer Aktivierung von 
ERK führt, könnte dies auch die erhöhte Adhäsion der Zellen nach IL-6 erklären. 
  
Bei der Wanderung von Zellen findet ein permanenter Abbau von Aktin-Fasern am trailing 
edge und ein Aufbau der Faser am leading edge statt. Es wurde daher überprüft, ob die 
Stimulation mit IL-6 ebenfalls die Aktin-Polymerisation und den damit verbundenen 
Zusammenbau vom F-Aktin in den adhärent wachsenden RAW 264.7 Makrophagen wie auch 
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in den nicht adhärent wachsenden monozytären TUR-Zellen induziert. In TUR-Zellen zeigt 
sich schon nach 1 Min. Stimulation mit IL-6 das Maximum der Aktin-Polymerisation. Nach 
rund 3 Min. wird wieder der Ausgangswert erreicht (Abbildung 3.9). Bei den RAW 264.7-
Zellen dagegen wird das Maximum der Aktin-Polymerisation erst nach 3 Min. und der 
Ausgangswert erst nach rund 8 Min. IL-6 Stimulation erreicht (Abbildung 3.8). Die 
Ergebnisse wurden auch für frisch isolierte primäre humane CD14+-Monozyten bestätigt und 
sind vergleichbar mit denen der nicht adhärent wachsenden monozytären TUR-Zellen 
(Abbildung 3.18). 
In der Literatur finden sich vergleichbare Experimente zur Aktin-Polymerisation nach 
Stimulation mit klassischen Chemokinen. Voermans et al. zeigen nach Stimulation von 
primären humanen hämatopoetischen Vorläuferzellen, bzw. HL60 Zellen mit SDF-1 ein 
schnelles Ansteigen der Aktin-Polymerisation [125]. HL60 Zellen weisen schon nach 15 Sek. 
die maximale Menge an F-Aktin auf, wohingegen bei den humanen hämatopoetischen 
Vorläuferzellen das Maximum nach 30 Sek. SDF-1 Stimulation erreicht wird. Dem schnellen 
Anstieg folgt auch hier eine schnelle Depolymerisation des Aktins. Nach rund 60 Sek. ist in 
beiden Zelltypen wieder der Ausgangswert erreicht [125]. Auch van Buul et al. haben 
herausgefunden, dass SDF-1 Stimulation von KG1-Zellen, die stabil mit dem SDF-1 
Rezeptor, CXCR4, transfiziert wurden, eine schnelle Erhöhung des F-Aktin auslöst [126].  
 
Der letzte Schritt in der Leukozyten-Rekrutierung ist die Einwanderung der Zellen entlang 
eines Chemokin-Gradienten in das entzündete Gewebe. Um zu überprüfen, ob IL-6 auch die 
Zellwanderung von Monozyten induziert, wurden Zellwanderungsversuche in der Boyden-
Kammer durchgeführt. Wie man in Abbildung 3.11 erkennt, führt IL-6 zur Induktion der 
Zellwanderung. Diese Ergebnisse konnten auch mit den frisch isolierten primären humanen 
CD14+-Monozyten bestätigt werden (Abbildung 3.19). Eine Induktion der Zellwanderung 
durch Zytokine, die nicht den klassischen Chemokinen zugeordnet werden, konnte auch von 
anderen Gruppen gezeigt werden. So konnten Montecucco et al. für Neutrophile zeigen, dass 
Leptin die Zellwanderung von Neutrophilen induziert [127]. Avraamides et al. haben 
herausgefunden, dass IFN-α2 die Zellwanderung von Leukozyten vermittelt [128]. Wir selbst 
haben nachgewiesen, dass IL-6 in T-Zellen die Zellwanderung direkt induziert. Für diesen 
Effekt wird jedoch noch ein weiteres Signal, welches vom Fibronektin ausgeht, benötigt [23].  
Durch die Bindung von Fibronektin an Integrine werden eine Reihe von Proteinen an die 
Zellmembran rekrutiert. Darunter befinden sich verschiedene Kinasen und Adapterproteine, 
wie Talin, Paxillin und Vinculin, die eine Verbindung mit dem Zytoskelett herstellen, oder 
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eine Aktivierung der MAPK-Kaskade hervorrufen. In dieser Arbeit wurde überprüft, ob für 
die  
IL-6-induzierte Zellwanderung von TUR-Zellen ebenfalls Fibronektin benötigt wird. Der 
Vergleich von Fibronektin-beschichteten mit nicht-beschichteten Transwells, ließ erkennen, 
dass auch für die IL-6-induzierte Zellwanderung ein Signal durch Fibronektin benötigt wird. 
Die Stimulation mit dem klassischen Chemokin SDF-1 benötigt jedoch kein Fibronektin 
(Abbildung 3.11).  
Eine wichtige Frage war, ob die IL-6-induzierte Zellwanderung von TUR-Zellen eine 
chemotaktische oder chemokinetische Wanderung ist. Durch Ausgleich des Zytokin-
Gradienten konnte gezeigt werden, dass es sich bei der IL-6-induzierten Zellwanderung von 
TUR-Zellen, um eine chemotaktische Wanderung handelt (Abbildung 3.12). Das Ergebnis 
konnte für primäre humane CD14+-Monozyten bestätigt werden (Abbildung 3.19). 
Blutgefäße sind von innen mit einer Schicht Endothelzellen ausgekleidet. Leukozyten müssen 
um ins Gewebe zu gelangen, diese Schicht durchwandern. In dieser Arbeit wurden die 
Blutgefäße in vitro nachgeahnt, indem die Membran der Transwells statt mit Fibronektin 
beschichtet, mit mikrovaskulären bzw. makrovaskulären Endothelzellen bedeckt wurde. 
Durch dieses experimentelle Modell für die Zellwanderung aus den Blutgefäßen konnte 
gezeigt werden, dass IL-6 chemotaktisch die Zellwanderung von TUR-Zellen durch die 
Schicht von Endothelzellen induziert (Abbildung 3.13, 3.14 und 3.15).  
 
Verschiedene Gruppen haben beschrieben, dass die Aktivierung von STAT3 einen Einfluss 
auf die Zellwanderung hat. So ist in STAT3-defizienten-Keratinozyten die Wundheilung 
verringert [129, 130]. Weiter konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von STAT3 in 
einer myeloiden Vorläuferzelllinie zu einer erhöhten Expression des extrazellulären 
Matrixproteins ICAM-1 [131] führt und somit die Zelladhäsion verstärken könnte. 
Da IL-6 ein starker Aktivator von STAT3 ist, sollte daher mittels einer Inhibitorstudie 
untersucht werden, ob STAT3 eine Bedeutung bei der IL-6-induzierten Zellwanderung 
einnimmt. Es wurde dazu der STAT3-Inhibitor Galiellalacton verwendet. Galiellalacton wird 
aus dem Ascomyceten Galiella rufa isoliert. Dieser Inhibitor verhindert weder die STAT1- 
Tyrosin Phosphorylierung noch die STAT3-Tyrosin- und Serin-Phosphorylierung, sondern – 
schon in geringen Konzentrationen (16 ng/ml) – die STAT3 DNA-Bindung [112]. Um zu 
untersuchen, ob STAT3 einen Einfluss auf die IL-6-induzierte Wanderung von TUR-Zellen 
besitzt, wurden Zellwanderungsversuche in Anwesenheit von Galiellalacton durchgeführt. Es 
konnte eine reduzierte Zellwanderung beobachtet werden (Abbildung 3.20). Weidler et al. 
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haben herausgefunden, dass die STAT3 DNA-Bindungseigenschaft in HepG2-Zellen schon 
mit einer Konzentration von 16 ng/ml nicht mehr nachzuweisen war. Diese Ergebnisse 
konnten allerdings in TUR-Zellen nicht bestätigt werden (Abbildung 3.22). 
 
Durch Mutationen der STAT- bzw. der SHP2-Bindungsstellen im gp130 haben wir in einer 
früheren Arbeit zeigen können, dass für die IL-6-induzierte Zellwanderung von T-Zellen der 
Tyrosinrest 759 (Y759) im gp130 eine wichtige Rolle spielt, jedoch nicht die STAT-
Bindungsstellen im gp130 [23].  
In den letzten Jahren sind immer mehr Arbeiten veröffentlicht worden, die andeuten, dass bei 
der Zellwanderung neben den transkriptions-vermittelten Effekten von STAT3 auch STAT3 
transkriptions-unabhängig die Zellwanderung beeinflusst. So haben Kira et al. 
herausgefunden, dass STAT3-defiziente-Keratinozyten nicht nur eine verringerte 
Zellwanderung zeigen, sondern auch eine Hyperphosphorylierung von p130CAS aufweisen 
[132]. Phosphoryliertes STAT3 wurde sowohl in zytosolisch, pseudopodialen Ausläufern, als 
auch in Fokalkontakten nachgewiesen. In den Fokalkontakten interagiert STAT3 mit 
phosphorylierter FAK und Paxillin [133, 134]. 
Ng et al. haben eine neue Rolle für STAT3 bei der Zellwanderung beschrieben. Die nicht 
phosphorylierte, transkriptionell inaktive Form des STAT3 interagiert direkt mit dem 
Tubulin-bindenden Protein Stathmin und stabilisiert dadurch die Polymerisation der 
Mikrotubuli [135]. Stathmin, auch bekannt als Oncoprotein 18, ist ein ubiquitär exprimiertes 
Phosphoprotein, welches vorwiegend in Zytosol lokalisiert ist. In seiner Funktion als 
Depolarisationfaktor der Mikrotubuli trägt es zur Zellwanderung bei [135].  
  
Bei der Zellwanderung spielt die Tyrosinkinase FAK eine wichtige Rolle. Durch Aktivierung 
von FAK und der damit verbundenen Autophosphorylierung des Tyrosinrestes 397 (Y397), 
werden Bindestellen für Src und Fyn gebildet. Src gebunden an FAK, phosphoryliert dann 
sowohl weitere Tyrosinreste in der FAK als auch Adapterproteine, die mit FAK assoziiert 
sind. Die Phosphorylierung des Tyrosinrestes 925 (Y(p)925) bildet eine Rekrutierungsstelle 
für das Adapterprotein Grb2 und damit die Möglichkeit zur Rekrutierung des Ras-Guanosin- 
5´-Triphosphat Austauschfaktors SOS, wodurch es zur Aktivierung der RAS/Raf/MAPK-
Kaskade kommt [109]. Darüber hinaus bindet auch das Adapterprotein Shc an FAK und führt 
ebenfalls nach Bindung von Grb2/SOS zur Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade [109]. 
Nicht nur die Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade [136], sondern auch die Bindung des 
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Adapterproteins p130Cas an prolinreiche Elemente in der C-terminalen Domäne der FAK sind 
wichtig für die Zellwanderung [137].  
Sieg et al. haben herausgefunden, dass FAK über ein Adapterprotein an 
Wachstumsfaktorrezeptoren bindet [119], wohingegen Chen et al. vor kurzem zeigen 
konnten, dass FAK direkt mittels ihrer FERM-Domäne an ein Doppel-Tyrosin-Motiv im 
HGF-Rezeptor c-Met bindet [98]. Da IL-6 in der Lage ist, alle biologischen Aktivitäten, die 
für die Zellwanderung wichtig sind, zu induzieren, stellte sich die Frage, ob FAK auch an die 
signalübertragende Rezeptoruntereinheit gp130 bindet. Tatsächlich konnte hier die Bindung 
von FAK an das Phosphotyrosin 814 (Y(p)814) Motiv aus gp130 nachgewiesen werden 
(Abbildung 3.24). Der N-terminale Bereich in FAK stellt sich als essentiell für die Protein- 
Proteininteraktion heraus.   
 
In IL-6 KO-Mäusen wandern keine Monozyten in das entzündete Gewebe ein, wodurch die 
Bedeutung von IL-6 für die Zellwanderung bestätigt wird [138]. Der Nachteil eines solchen in 
vivo Experiments ist, dass es nicht möglich ist, zwischen indirekten und direkten Effekten von 
IL-6 zu unterscheiden. Die Zellen, die zuerst die Blutbahn verlassen und zu der Stelle der 
Entzündung in das Gewebe einwandern, sind Neutrophile [69, 139]. Sie produzieren neben 
dem klassischen Chemokin IL-8, auch IL-6. Dieses IL-6 induziert dann die Expression der 
Chemokine IL-8 und MCP-1 in Endothelzellen. Da Endothelzellen den IL-6Rα nicht 
exprimieren, benötigen die Zellen, um mit IL-6 stimuliert werden zu können, den löslichen 
IL-6 Rezeptor. Der lösliche IL-6 Rezeptor wird mittels Metalloproteasen von sich in 
Apoptose befindlichen Neutrophilen frei gesetzt [67, 140, 141]. IL-6 kann nun zusammen mit 
dem löslichen IL-6 Rezeptor die Expression der Chemokine in Endothelzellen induzieren und 
somit indirekt wirken und/oder unabhängig vom löslichen IL-6 Rezeptor die Zellwanderung 
von Monozyten direkt bewirken, da Monozyten den IL-6Rα exprimieren. 
Mittels unserem gut definierten in vitro-Systems konnte gezeigt werden, dass IL-6 in der Lage 
ist, direkt die Zellwanderung von Monozyten auf einer mit Fibronektin beschichteten 
Membran oder durch eine Schicht von Endothelzellen zu induzieren. Zu erwähnen ist hier, 
dass in den gesamten Experimenten dieser Studie kein löslicher IL-6 Rezeptor zur Stimulation 
eingesetzt wurde. Des Weiteren spricht gegen einen indirekten Effekt von IL-6 bei der 
Zellwanderung, dass beim Aufheben der IL-6-Gradienten keine erhöhte Zellwanderung 
festzustellen ist.   
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In dieser Arbeit wurden somit Beweise erbracht, die zeigen, dass IL-6, neben den schon 
hinreichend bekannten Eigenschaften der indirekten Induktion der Zellwanderung auch eigene 
chemotaktische Eigenschaften besitzt und diese direkt zur Zellwanderung führen.  
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5 Ausblick 
 
 
Basierend auf den in dieser Studie präsentierten Ergebnissen, wurden weitere wichtige 
interessante Fragen aufgeworfen, die in fortführenden Experimenten untersucht werden 
sollen.   
 
 
5.1 Welche Signalwege spielen bei der IL-6-vermittelten 
Zellwanderung eine Rolle? 
Nach Bindung von IL-6 an den Rezeptorkomplex werden verschiedene Signalwege aktiviert, 
dazu zählen der Jak/STAT-Signalweg und die Aktivierung der Ras/Raf/MAPK- und der 
PI3K-Kaskade.  
Es stellt sich die Frage, welches Tyrosin im gp130 bzw. welcher Signalweg für die 
Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit wichtig ist. In unserem Labor liegen eine Reihe von 
EpoR/gp130 Chimären vor. Diese Chimären enthalten den extrazellulären Bereich des Epo-
Rezeptors (EpoR), sowie der Transmembrandomäne als auch den intrazellulären Bereich des 
gp130. Zusätzlich existieren noch Mutanten dieser chimären Rezeptoren, bei denen einzelne 
Tyrosinreste gegen Phenylalanin ausgetauscht worden sind. Dadurch können gezielt einzelne 
Signalwege ausgeschaltet werden. Mit Hilfe dieser Rezeptoren kann untersucht werden, 
welches Tyrosin im gp130 wichtig für die Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit ist. Auch 
durch den Einsatz von niedermolekularen Inhibitoren können einzelne Signalwege gezielt 
ausgeschaltet und somit untersucht werden, welche Signalwege für die Aktivierung wichtig 
sind. 
Analog soll mit diesen Ansätzen auch untersucht werden, welches Tyrosin bzw. welcher 
Signalweg wichtig für die IL-6-induzierte Zelladhäsion, Aktin-Polymerisation und 
Zellwanderung ist.  
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5.2 Welche Domäne der FAK bindet an der gp130?  
FAK besitzt am N-terminus eine FERM-Domäne, in der Mitte eine Kinase-Domäne und am 
C-terminus eine FAT-Domäne. In dieser Studie konnte zu ersten Mal mittels 
Peptidpräzipitation gezeigt werden, dass FAK an das Phosphotyrosin 814 (Y(p)814) im gp130 
bindet. Die Deletion des N-terminus von FAK führt zum Verlust der Bindung an das 
Phosphotyrosin 814 (Y(p)814). Welche Domäne nun – FERM- oder die Kinase-Domäne – die 
Bindung an der gp130 vermittelt, soll mittels Überexpression der einzelnen Domänen 
herausgefunden werden. Da die Peptide nur aus einer Sequenz aus 15 Aminosäuren bestehen, 
soll mittels einer Rezeptor-Immunpräzipitation die Bindung von FAK an das Phosphotyrosin 
814 (Y(p)814) im gp130 bestätigt werden.  
Eine weitere Möglichkeit, um die Bindung der FAK an den gp130 zu bestätigen, ist der 
Einsatz von rekombinanten FAK-GST-Fusionsproteinen. Mit Hilfe dieser GST-
Fusionsproteine sollen pull-down Experimente durchgeführt werden.  
 
 
5.3 Bindet auch die FAK homologe Pyk2 an den gp130? 
Pyk2 besitzt eine hohe Homologie zu FAK. Es wird hauptsächlich in Zellen des zentralen 
Nervensystems (ZNS), aber auch in Zellen des hämatopoetischen Systems exprimiert. Eine 
interessante Frage ist nun, ob Pyk2 wie auch FAK an gp130 bindet. Ähnlich wie für den 
Nachweis der Bindung von FAK an gp130, soll untersucht werden, ob Pyk2 an gp130 bindet.  
 
 
5.4 Spielt die FAK eine Rolle bei der Aktivierung der MAPK- 
bzw. der PI3K-Kaskade nach Stimulation mit IL-6? 
Nach Stimulation mit IL-6 werden nicht nur die Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3, 
sondern auch die Ras/Raf/MAPK- und die PI3K-Kaskade aktiviert.  
Da auch die Aktivierung von FAK zu einer Aktivierung der Ras/Raf/MAPK- und der PI3K-
Kaskade führt, stellt sich die Frage, ob FAK an der IL-6-vermittelten Aktivierung der 
Ras/Raf/MAPK- und der PI3K-Kaskade beteiligt ist. Uns stehen neben FAK defiziente 
murine embryonale Fibroblasten auch FAK-Mutanten zur Verfügung, die man stabil in diese 
Zellen einbringen kann. Die Aktivierung der MAPK- und PI3K-Kaskade nach Stimulation 
mit IL-6 kann durch den Einsatz aktivierungsspezifischer Antikörper nachgewiesen werden. 
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Des Weiteren soll die Aktivierung der MAPK mit Hilfe eines MAPK-spezifischen-
Transaktivierungsversuch (Elk-Assay) nachgewiesen werden.  
Bei der Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade spielt das Tyrosin 759 (Y759) im gp130 
eine entscheidende Rolle. Es soll weiter untersucht werden, ob neben dem Tyrosin 759 
(Y759) auch das Tyrosin 814 (Y814) entscheidend für die Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-
Kaskade nach IL-6 Stimulation ist. Auch hier kann die Aktivierung der MAPK mit einem 
MAPK-spezifischen-Transaktivierungsversuch nachgewiesen werden. 
 
 
5.5 Spielen die Mitglieder der Gab-Familie eine Rolle bei der  
IL-6-vermittelten Zellwanderung 
 
Meng et al. konnten vor kurzem zeigen, dass durch knock down von Gab1 mittels siRNA die 
EGF-induzierte Zellwanderung reduziert ist [142]. Wir und andere konnten zeigen, dass Gab1 
nach IL-6 Stimulation phosphoryliert wird und eine Rolle bei der IL-6-induzierten ERK 
Aktivierung spielt (Eulenfeld et al. in Revision, [46]).  
Es stellt sich daher die Frage, ob Gab1 bei der IL-6-vermittelten Zellwanderung von 
Bedeutung ist. Unser Labor besitzt einer Reihe von Gab1-Mutanten, bei denen die SHP2-, die 
PI3K- oder die Grb2- Bindestelle mutiert ist. Des Weiteren liegt siRNA für Gab1 vor. Durch 
Überexpression der Gab1-Mutanten, bzw. durch Transfektion der Zellen siRNA kann 
untersucht werden, ob Gab1 auch bei der IL-6-vermittelten Zellwanderung von Relevanz ist. 
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6 Zusammenfassung 
 
Interleukin-6 ist der Namensgeber der Familie der IL-6-Typ Zytokine. Es signalisiert über 
einen Rezeptorkomplex, der aus einer membrandurchspannenden Rezeptoruntereinheit gp130 
und dem IL-6Rα besteht. Die Aktivierung dieses Rezeptorkomplexes führt zur Aktivierung 
des JAK/STAT Signalweges, der MAPK- und der PI3K-Kaskade. IL-6 spielt vor allem als 
Induktor der Akutphase Proteine eine entscheidende Rolle. 
Die Zellwanderung wird hauptsächlich durch Chemokine induziert, die durch G-Protein 
gekoppelte Rezeptoren signalisieren. Nur für wenige Zytokine, die über 
Rezeptortyrosinkinasen oder über Kinase assoziierte Rezeptoren signalisieren, konnte gezeigt 
werden, dass sie die Zellwanderung induzieren.  
In einer von uns vor kurzem veröffentlichen Studie, konnten wir das erste Mal beschreiben, 
dass IL-6 die direkte chemotaktische Zellwanderung von T-Zellen induziert. In dieser Arbeit 
wurden nun die biologischen Eigenschaften von IL-6 untersucht, die für die 
Monozytenwanderung notwendig sind.  
Der erste stimulationsabhängige Schritt in der Leukozytenrekrutierung ist die Aktivierung der 
Integrine. Es konnte gezeigt werden, dass IL-6 die Aktivierung der β1-Integrin Untereinheit 
sowohl auf TUR-Zellen und RAW 264.7-Zellen als auch auf primären humanen CD14+- 
Monozyten induziert. Der nächste stimulationsabhängige Schritt ist die Adhäsion der 
Leukozyten auf den Endothelzellen. Mittels einer Zelladhäsionsanalyse wurde nachgewiesen, 
dass TUR-Zellen, die mit IL-6 stimuliert wurden, eine ähnlich starke Adhäsion auf 
Endothelzellen zeigen, wie Zellen, die mit SDF-1 stimuliert wurden. Für die anschließende 
Zellwanderung ist eine Polymerisation des Aktins am leading egde wichtig. Die Stimulation 
mit IL-6-induziert die Aktin-Polymerisation in TUR-Zellen, RAW 264.7-Zellen und primären 
humanen CD14+-Monozyten. Des Weiteren induziert IL-6 sowohl die Fibronektin-abhängige 
Zellwanderung als auch die Zellwanderung durch eine Schicht von Endothelzellen.  
In einem weiteren Teil der Arbeit, wurde untersucht, ob der Transkriptionsfaktor STAT3 an 
der IL-6-induzierten Zellwanderung beteiligt ist. Es wurde herausgefunden, dass der STAT3- 
Inhibitor Galiellalacton zu einer Reduktion der IL-6-induzierten Fibronektin-abhängigen 
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Zellwanderung von TUR-Zellen führt. Jedoch konnte die beschriebene Inhibition der STAT3 
DNA-Bindung durch Galiellalacton nicht bestätigt werden.  
FAK spielt bei der Zellwanderung eine wichtige Rolle. Es konnte bisher nur für wenige 
Rezeptortyrosinkinasen gezeigt werden, dass FAK direkt an den Rezeptor bindet. In dieser 
Arbeit konnte zum ersten Mal nachgewiesen werden, dass FAK an die Rezeptoruntereinheit 
gp130 bindet.  
IL-6 erfüllt alle Kriterien eines chemotaktischen Zytokins, obwohl es nicht, wie die 
klassischen Chemokine, über G-Protein gekoppelte Rezeptoren signalisiert.  
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